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BBA Biologische Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft
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BH Bäckerhefe
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ca. circa
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schaftlichen und technischen Forschung
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d Tag(e)
deion. deionisiert, vollentsalzt (Reistleitfähigkeit < 5 µS)
d. h. das heißt
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dx Zeitkonstante
dS/dt Differential der Sustratkonzentration
dx/dt Differential der Zellmasse X
EU Europäische Union
e. V. eingetragener Verein
FAL Bundesforschungsanstalt für Landwirtschaft
FAO Food and Agriculture Organisation
g Gramm (10-3 kg)
Gl. Gleichung
Glu (Natrium-)Glutamat
Gluc Glucose
GmbH Gesellschaft mit beschränkter Haftung
GN Glucose-Nutrient-
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GNA Glucose-Nutrient-Agar
Gn Gewicht im nassen Zustand nach Zentrifugieren
Gt Gewicht im trockenen Zustand
h Höhe
h Stunde (hour)
ha Hektar (10.000 m2)
HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Hochauflösende Flüssigchromatographie)
Hrsg. Herausgeber
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ISO International Organisation for Standardisation
(Internationale Organisation für Normierungen)
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m Meter
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mbar Millibar (10-3 bar, 10-2 Pa)
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MES 2-[N-Morpholino]ethansulfonsäure,C6H13NO4S; MES-NaOH-Puffer
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min Minute
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mol Stoffmenge
n Anzahl der Meßwerte
NMR Nuclear Magnetic Resonance-/Kernresonanz-Spektroskopie
Nr. Nummer
OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
Pa Pascal
PC Personal Computer
PDADMAC Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration
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ppb Parts per billion (10-9)
ppm Parts per million (10-6, mg/kg, µl/l)
PVAL Poly(vinylalkohol)
qS spezifische Substrataufnahmerate in h
-1
QS Substrataufnahmerate (g∙l-1∙h-1)
RI Refractive Index (Brechungsindex)
S Siemens (Leitfähigkeit)
S Substrataufnahme
s Sekunde(n)
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SEC Sulfoethylcellulose
s. o. siehe oben
St Stärke
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T Temperatur
t Zeit (s, d)
tD Verdopplungszeit (h)
tgesamt Fermentationsdauer (h)
TS Trockensubstanz
u. a. unter anderem
UpM Umdrehungen pro Minute
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VDI Verein Deutscher Ingenieure
vgl. vergleiche
V/VM Volumenstrom der Fermenterzuluft in l/min bezogen auf das Arbeitsvo-
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w Gewicht (weight)
WRV Wasserrückhaltevermögen
X Zellmasse, Ertrag (g∙l-1)
x Meßwert
x0 x-Koordinate des Wendepunkts der Regressionskurve
X0 anfängliche Zellmasse
XEnde Zellmasse am Ende der Fermentation
Xmax maximale Zellmasse
Y Ertragskoeffizient (yield)
YE Yeast Extract/Hefeextrakt
z. B. zum Beispiel
σ Standardabweichung
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§ Paragraph
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1 Einleitung
Durch das allgemein gestiegene Umweltbewußtsein gewinnt die biologische Schäd-
lingsbekämpfung als Teil des integrierten Pflanzenschutzes immer stärker an Be-
deutung. Dabei stoßen auch Schädlingsbekämpfungsmethoden immer mehr auf In-
teresse, bei denen die Schädlinge mittels ihrer natürlichen Antagonisten bekämpft
werden. In der Vergangenheit wurden zwar viele solcher Antagonisten wirtschaftlich
relevanter Schädlinge gefunden und intensiv untersucht, ihr direkter Einsatz gegen
die Schädlinge blieb jedoch meist ohne Erfolg. Immer wieder traten unüberwindbare
Probleme bei der Anzucht im großen Maßstab und der Applikation der Antagonisten
auf.
Phytopathogene Nematoden sind die am weitesten verbreiteten Schädlinge in der
Landwirtschaft, im Gartenbau, der Forstwirtschaft, dem Zierpflanzenbau und dem
Weinbau. Immer wieder kommt es zu verheerenden wirtschaftlichen Schäden an
Kulturpflanzen.
Die früher übliche chemische Nematodenbekämpfung war mit hohen Kosten und
hohem Aufwand bei häufig zweifelhaftem Erfolg verbunden. Die meisten Nematizide
sind heute aufgrund ihrer umweltfeindlichen Wirkstoffe verboten oder unterliegen
starken Einschränkungen in der Anwendung. Die Entwicklung und Zulassung neuer
Nematizide ist aufgrund der umfangreichen Anforderungen an chemische Pflanzen-
schutzmittel sehr zeit- und kostenintensiv und scheint daher eher fraglich.
Der Anbau vom Nematodenbefall betroffener Kulturpflanzen in einer weiten Frucht-
folge läßt sich in der Praxis aufgrund technischer, arbeitswirtschaftlicher, markt- und
betriebswirtschaftlicher Gegebenheiten selten einhalten.
Bei manchen Kulturpflanzen stehen zwar bereits nematodenresistente Sorten zur
Verfügung, die entweder durch klassisches Einkreuzen der Resistenzgene oder
durch gentechnischen Methoden erhalten wurden, jedoch sind bei einem intensiven
Anbau dieser Sorten schon erste Resistenzen und Probleme mit gleichzeitig einge-
kreuzten negativen Eigenschaften aufgetreten. Zusätzlich finden gentechnisch ver-
änderte Pflanzen wie der chemische Pflanzenschutz eine zunehmend geringere ge-
sellschaftliche Akzeptanz.
Bereits 1888 beschrieb der deutsche Botaniker Wilhelm Zopf das Fangen von Ne-
matoden durch einen Pilz, der zu diesem Zweck netzartige Schlingen im Boden aus-
bildet. Obwohl anfangs als wissenschaftliche Kuriosität abgetan, hat man schon früh
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Versuche unternommen, diese Pilze gezielt zur Bekämpfung von Nematoden einzu-
setzen.
Trotz der Tatsache, daß bis heute kaum wirksame Präparate entwickelt werden
konnten, wird die potentielle Möglichkeit eines Einsatzes der nematophagen Pilze
immer wieder herausgestellt.
Probleme ergaben sich in der Vergangenheit immer wieder bereits bei der Anzucht
der nematophagen Pilze im großen Maßstab, da die wirksamsten Organismen auch
in der Regel die schlechtesten Saprophyten sind und daher nur schwer außerhalb
der Nematoden vermehrt werden können.
Der nematophage Pilz Hirsutella rhossiliensis verbindet eine gute Pathogenität mit
hinreichenden saprophytischen Eigenschaften. Sein sehr einfacher Lebenszyklus ist
nur auf das Parasitieren von Nematoden ausgerichtet. In dieser Arbeit werden Mög-
lichkeiten zur biologischen Bekämpfung des Zuckerrübennematoden Heterodera
schachtii mit H. rhossiliensis untersucht.
Da der Einsatz freier Organismen in der Regel nicht erfolgreich ist und häufig in der
landwirtschaftlichen Praxis nicht durchgeführt werden kann, soll durch eine Formulie-
rung bzw. Verkapselung der Pilz vor biotischen und abiotischen Einflüssen geschützt
werden. Die Formulierung soll darüber hinaus auch eine kontrollierte Freisetzung, die
Lagerung und die einfache Ausbringung der Organismen ermöglichen.
In der Biotechnologie werden schon seit langer Zeit Enzyme oder ganze Zellen im-
mobilisiert. Eine besondere Form der Immobilisierung stellt der Einschluß bzw. die
Verkapselung von biologischem Nutzmaterial in verschiedenen Polymermatrices dar.
Am häufigsten wird zur Immobilisierung das natürliche Polymer Alginat verwendet.
Da es für einen großflächigen Einsatz in der Landwirtschaft sehr teuer ist, als Nah-
rungsquelle das Wachstum unerwünschter Mikroorganismen fördern und das Wur-
zelwachstum negativ beeinflussen kann, sind andere Alternativen wünschenswert.
Besonders interessant zur Verkapselung von empfindlichem biologischem Material
sind Hohlkugeln, da die Struktur von Biomolekülen aufgrund ihres flüssigen, wäßri-
gen Kerns nur wenig beeinflußt wird. Hohlkugeln haben sich daneben auch zur Ver-
kapselung ganzer Zellen bewährt.
Besonders elegant können Hohlkugeln auf Basis von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-
Komplexen hergestellt werden. Für ihren Einsatz in der Praxis sollten neben der Bio-
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kompatibilität und eventuell der Sterilisierbarkeit der Kapselmaterialien auch deren
einfache und preiswerte Herstellung in konstanter Produktqualität und eine gute Mo-
difizierbarkeit gewährleistet sein.
Eine große Zahl möglicher Materialien wurde in der Vergangenheit bereits auf die
Eignung zur Mikroverkapselung hin untersucht. Zur Herstellung von Hohlkugeln gilt
dabei Cellulosederivaten ein besonderes Interesse. In der Vergangenheit wurde Na-
trium-Cellulosesulfat intensiv untersucht, jedoch traten immer wieder Probleme mit
der reproduzierbaren Herstellung auf.
Mit Sulfoethylcellulose (SEC) steht ein anderes interessantes Cellulosederivat zur
Verfügung, das sich problemlos auch im technischen Maßstab in gleichbleibender
Qualität herstellen läßt.
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2 Zielsetzung
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Herstellung mechanisch stabiler Hohlkugeln auf
Basis von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexen unter Verwendung von Sulfoethyl-
cellulose (SEC) als Polyanion zur besonders schonenden Mikroverkapselung von
Zellen, Enzymen und anderem Nutzmaterial, hier im speziellen dem nematophagen
Pilz Hirsutella rhossiliensis zur biologischen Bekämpfung des Zuckerrübennemato-
den Heterodera schachtii.
Aus einer Vorauswahl verschiedener im Technikumsmaßstab hergestellter SEC-
Präparate und technischer Polykationen sollten geeignete Polymere ausgewählt
werden und wichtige Faktoren für die Bildung mechanisch stabiler Hohlkugeln aus
diesen Produkten ermittelt werden.
Für einen großflächigen Einsatz von verkapseltem H. rhossiliensis zur biologischen
Schädlingsbekämpfung ist eine Pilzanzucht in großem Maßstab unter Verwendung
eines preiswerten Mediums erforderlich, die vorzugsweise im Fermenter erfolgt. Da-
zu sollten vorab grundlegende Wachstumsansprüche ermittelt werden, da sie von
dem in dieser Arbeit verwendeten Isolat bisher nicht bekannt waren.
Da H. rhossiliensis, wie viele andere Pilze auch, während der Kultivierung in flüssi-
gen Medien unerwünschte Pellets bildet, sollte eine Anzuchtmethode entwickelt wer-
den, bei der das Pelletwachstum unterdrückt und möglichst fein disperse Biomasse
gebildet wird.
Der angezogene Pilz sollte in den optimierten Hohlkugeln formuliert werden, wobei
mit möglichst wenig verkapseltem Pilz ein schnelles und weitreichendes Auswach-
sen erreicht werden sollte. Zur Optimierung des Pilzwachstums innerhalb der Hohl-
kugeln, die wie ein Mikrofermenter wirken, und des Auswachsverhaltens waren ent-
sprechende Medienzusätze zu den Kapseln zu untersuchen. Daneben sollten Mög-
lichkeiten zur Steigerung der Wirksamkeit des Pilzes gefunden und Arbeiten zur
Trocknung und Lagerung der Pilzkapseln durchgeführt werden.
Weiterhin sollten von den optimierten Kapseln entsprechende Mengen für Pathoge-
nitätstests gegenüber dem Zuckerrübennematoden H. schachtii am Institut für Ne-
matologie und Wirbeltierkunde Münster der Biologischen Bundesanstalt für Land-
und Forstwirtschaft (BBA) bereitgestellt werden.
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3. 1 Immobilisierung und Verkapselung
Unter Immobilisierung wird die Fixierung von Enzymen, Zellen, oder Wirkstoffen an
oder in Trägermaterialien verstanden, wobei deren Funktionen weitgehend erhalten
bleiben (Klein und Vorlop 1985; Hartmeier 1986; Falbe und Regitz 1995).
Mit der Essigherstellung durch Berieselung von an Holzspänen anhaftenden Essig-
säurebakterien mit alkoholhaltigen Lösungen wurden um 1820 Immobilisierungs-
techniken bereits angewendet, bevor sie als solche überhaupt bekannt waren. Erste
Hinweise auf die Immobilisierung von Enzymen finden sich 1916 und 1948 in der Li-
teratur. 1916 beschrieben Nelson und Griffin an Aktivkohle und Aluminiumoxid ad-
sorbierte Invertase. Zwar folgten in den 50er Jahren weitere Veröffentlichungen, zu
einem sprunghaften Anstieg der Aktivitäten kam es jedoch erst in den 60er Jahren,
die basierend auf den Arbeiten von Chibata mit der ersten industriellen Anwendung,
der Herstellung von L-Aminosären, im Jahr 1969 ihren ersten Höhepunkt fanden
(Tanabe Seiyaku Company, Japan; Klein und Vorlop 1985; Hartmeier 1986; Shiba-
tani 1996; Wandrey 1996). Es folgte die Immobilisierung ganzer Zellen, wobei zu-
nächst Anwendungen wie die Ethanolproduktion mittels Hefe oder der Einschluß von
Langerhansschen Inseln zur Behandlung von Diabetes im Vordergrund standen
(Buchholz und Kasche 1997; Kühtreiber et al. 1999). 1980 gelang es Lim und Sun
durch Einschluß in kleine Kapseln die Langerhansschen Inseln in einen anderen Or-
ganismus zu überführen, ohne daß das Immunsystem sie sofort bekämpft. Bis heute
haben verkapselte Substanzen, Enzyme und Zellen Anwendungen in den unter-
schiedlichsten Bereichen gefunden (Chibata et. al. 1987; Wandrey 1996; Arshady
1999).
Tab. 3. 1 Vor- und Nachteile der Immobilisierung
Vorteile Nachteile
• Rückhaltung der Enzyme oder Zellen
• Einsatz in kontinuierlichen Prozessen
• Sicheres und einfaches Abtrennen
• Hohe Prozeßstabilität
• Gesteigerte Raum-Zeit-Ausbeute
durch Wachstum und Anreicherung
von Zellen in den Immobilisaten
• Wiederholte Einsatzmöglichkeit
• Unsterile Prozeßführung
• Immobilisierungskosten
• Aktivitätsverlust während des Immobi-
lisierungsvorgangs
• Diffusionslimitierung in der Matrix
• Abrieb im Rührreaktor
• Druckverlust im Festbettreaktor
Besonders beim Einsatz in Bioreaktoren sind immobilisierte Systeme von Vorteil
(Tab. 3. 1; Vorlop und Klein 1983; Scott 1984; Vorlop 1984; Chibata et. al. 1986,
1987; Hartmeier 1986; Klein und Vorlop 1986; Wiesmann 1994). Hier werden sie
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z. B. großtechnisch zur Produktion von L-Aminosäuren, Antibiotika, Alkoholen oder
organischen Säuren genutzt (Chibata et. al. 1987). Im Lebensmittelbereich ist ein
Verfahren etabliert, bei dem mit Hilfe von in Calciumalginatkugeln immobilisierten
Zellen des Bakteriums Protaminobacter rubrum eine enzymatische Umlagerung
(Transglucosidierung) von Saccharose zu Isomaltulose (Palatinose) erfolgt, die in ei-
nem zweiten Schritt  zu Isomalt (Palatinit) hydriert wird (Weidenhagen und Lorenz
1957; Schiweck et al. 1991; Schiweck und Munir 1992). Die Südzucker AG Mann-
heim/Ochsenfurt stellt zur Zeit 35.000 Tonnen des Zuckeraustauschstoffes Isomalt
im Jahr her (Kunz 2000).
Im Vergleich zu freien Enzymen und Zellen wird bei immobilisierten Systemen der
Stoffumsatz nicht nur von den katalytischen Eigenschaften, sondern auch vom
Transport der Edukte und Produkte durch die Immobilisierungsmatrix bestimmt. Die
Raum-Zeit-Ausbeute, d. h. der Stoffumsatz pro Zeiteinheit und Reaktorvolumenein-
heit, wird als direkte Funktion der Katalysatordichte von der maximal pro Zeiteinheit
tranportierbaren Stoffmenge und der maximal realisierbaren Katalysatordichte be-
grenzt. Weitere wichtige Charakteristika immobilisierter Biokatalysatoren neben den
katalytischen Eigenschaften sind z. B. der Partikeldurchmesser, das Quellverhalten
im verwendeten Reaktionsmedium oder der Druckabfall in Festbettreaktoren (Buch-
holz und Kasche 1997).
In der biologischen Schädlingsbekämpfung kann durch Verkapselung neben dem
Schutz des Nutzmaterials gegenüber biotischen und abiotischen Einflüssen auch
dessen kontrollierte Freisetzung realisiert werden. Eine Verkapselung bzw. Formulie-
rung ist hier besonders wichtig, da der Einsatz der freien Organismen in der Regel
nicht erfolgreich ist (Stirling 1991; Siddiqui und Mahmood 1996; Patel 1998). Die
Formulierung soll darüber hinaus auch die Lagerung und die einfache Ausbringung
der Organismen ermöglichen (Stirling 1988 a, 1991; Stirling und Mani 1995).
Eine Immobilisierung kann entweder durch Bindung an einen Träger oder durch Ein-
schluß in eine Matrix oder Membran erfolgen (Vorlop und Klein 1983; Klein und Vor-
lop 1985; Hartmeier 1986; Chibata et. al. 1987; Falbe und Regitz 1995; Dulieu et. al.
1999).
Die Fixierung an Träger ist durch schwache physikalische Kräfte (Adsorption), durch
eine kovalente oder ionische Bindung oder durch Verknüpfung des zu immobilisie-
renden Materials mit bi- oder mehrfunktionellen Reagenzien (z. B. Glutardialdehyd,
Diisocyanate) möglich (Vorlop und Klein 1983). Als Träger sind anorganische (z. B.
poröses Glas, Keramik, Metalloxide, Bentonit), organische natürliche (z. B. Agarose,
Sepharose, Cellulose) oder synthetische (z. B. Acrylat, Nylon, Polystyrol, Polyethy-
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len, Polyurethan) Materialien geeignet. Entscheidend für die Auswahl sind u. a. eine
große Oberfläche, die Struktur und die Verträglichkeit mit dem biologischen Material.
Bei der Matrixeinhüllung werden die Zellen oder Enzyme in natürliche oder syntheti-
sche Polymere eingebettet. Die äußere Gestalt kann dabei sehr unterschiedlich sein.
Möglich sind z. B. Kugeln, Zylinder, Würfel, Fasern oder Folien (Hartmeier 1986).
Die Herstellungsmethode und der Mechanismus der Matrixbildung sind abhängig
vom verwendeten Material (Klein und Vorlop 1985; Hartmeier 1986). Dabei gibt es
keine universell anwendbare Immobilisierungsmethode. Es ist vielmehr erforderlich,
aus der Fülle der Materialien und Methoden die geeignetste herauszusuchen und
entsprechend anzupassen.
Eine sehr einfache Methode stellt die Kältegelierung dar, bei der Polymere wie z. B.
Agar oder Gelatine Verwendung finden. Die Materialien werden durch Erwärmen auf
höhere Temperaturen verflüssigt. Da sie beim Abkühlen erst wieder bei Temperatu-
ren zwischen 30 und 40 °C fest werden, ist die Möglichkeit gegeben, vorher Zellen
o. ä. unterzumischen und die Suspension in die gewünschte Form zu bringen. Von
Nachteil sind die kurzzeitig auftretenden höheren Temperaturen.
Besser geeignet sind Polyvinylalkohol-Hydrogele. Durch Auftropfen einer Suspensi-
on aus gelöstem Polyvinylalkohol und dem biologischen Nutzmaterial auf eine feste
Oberfläche mit anschließender gezielter Trocknung und Gelierung bei Raumtempe-
ratur entstehen hochelastische und mechanisch sehr stabile linsenförmige Immobili-
sate (LentiKats, Jekel et al. 1998).
Weniger geeignet sind Verfahren, bei denen die Polymermatrix durch Lösungsmit-
telfällung (z. B. Cellulosetriacetat, Polyurethane), Polykondensation (z. B. Epoxidhar-
ze, Polyurethane) oder Polymerisation (z. B. Polyacrylamid, Polymethacrylamid) ge-
bildet wird, da hier das empfindliche biologische Material häufig harten nicht physio-
logischen Bedingungen, giftigen Monomeren, Radikalen oder Lösungsmitteln ausge-
setzt ist (Hartmeier 1986). In einigen Fällen kann die Toxizität des Verkapselungs-
verfahrens durch den Einsatz von Prepolymeren vermindert werden. Polyurethan-
Hydrogele können z. B. durch Vernetzung von Polycarbamoylsulfonat-Prepolymeren
hergestellt werden, die weniger toxisch sind (Vorlop et al. 1992; Muscat et al. 1996).
Besonders verbreitet ist die Immobilisierung auf Basis der ionotropen Gelbildung. Die
ionotrope Gelbildung wurde bereits sehr früh intensiv untersucht (Thiele und Micke
1948; Thiele 1949; Thiele und Micke 1950; Deuel und Solms 1951; Thiele 1954;
Thiele und Andersen 1955 a, b; Thiele und Hallich 1957, 1958; Thiele 1963; Thiele
et al. 1963; Thiele und Cordes 1966; Thiele 1967; Lim und Sun 1980; Smidsrød und
Skjak-Bræk 1990; Thu et al. 1996). Bei der ionotropen Gelbildung werden wasser-
lösliche anionische oder kationische Polyelektrolyte durch Eintropfen in die Lösung
mehrwertiger Kationen bzw. Anionen vernetzt. Bei den Polyanionen finden Polysac-
charide mit Carboxyl- (z. B. Alginat, Pektin, Carboxymethylcellulose), Phospho- (z. B.
Phospho-Guargum), Sulfonsäure- (z. B. Carrageenan, Furcellaran) oder Sulfatgrup-
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pen (z. B. Cellulosesulfat), bei den Polykationen Polymere mit Aminogruppen (z. B.
Chitosan) besonders häufig Verwendung. Als Gegenionen sind Calcium- oder Kali-
umionen bzw. Polyphosphate gut geeignet. Nachteilig bei den auf der ionotropen
Gelbildung beruhenden Matrizes ist nur, daß sie sich beim Vorhandensein be-
stimmter Ionen (z. B. Phosphat, Citrat), Komplexbildner oder bei bestimmten pH-
Werten wieder auflösen. Dies kann  z. B. bei Calciumalginatkugeln bei einem Über-
schuß von Natriumionen geschehen (Vorlop und Klein 1983; Hartmeier 1986).
Eine für die Immobilisierung geeignete Matrix kann aber auch gebildet werden, wenn
es sich sowohl bei der anionischen als auch bei der kationischen Komponente um
einen Polyelektrolyten handelt. Diese so gebildeten Symplexe ermöglichen u. a. die
Herstellung von Hohlkugeln mit einem flüssigen Kern, die interessante Eigenschaf-
ten aufweisen (s. 3. 2. 5).
Vibrations-
p
Elektrostatisches-
Verfahren
+-
p
Abblas-
p
Luft
rotierende
Düsen
p
seitlicher
Abblasdruck
Luft
p
rotierende
Scheibe
p
p
15 m
Bandtrockner
Luft
Mehrfach-
Düsensystem
AuffangbadLentiKats
®
Strahlschneider/JetCutter®
Schneidwerkzeuge
p
Abb. 3. 1 Immobilisierungsmethoden im größeren Maßstab (verändert nach Vor-
lop und Klein 1983; Muscat et al. 1996; Jekel et al. 1998; Prüße et al.
1998 a, 1998 b; Prüße 1999).
Im kleinen Maßstab im Labor lassen sich Immobilisate sehr einfach z. B. durch Ein-
tropfen mit einer Spritze herstellen. Für die Produktion größerer Mengen stehen ver-
schiedene Verfahren zur Verfügung (Abb. 3. 1; Muscat et al. 1996; Poncelet und
Neufeld 1996; Dulieu et. al. 1999; Prüße et al. 1998 a, 1998 b; Prüße 1999; Senuma
et al. 2000). Das Eintropfen der Polymerlösung in die Vernetzerlösung erfolgt in der
Regel durch Druck auf den Vorratsbehälter und Zerteilen des Fluidstroms in einzelne
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Tröpfchen. Zum Zerteilen und zur Variation der Tröpfchengröße gibt es verschiedene
Möglichkeiten. Beim Abblasverfahren werden die Tröpfchen durch Anlegen eines
konzentrischen Luftstroms um die Düse abgerissen. Andere Verfahren nutzen elek-
trostatische Kräfte oder Vibrationen. Daneben gibt es auch rotierende Scheiben oder
Düsen, die Tröpfchen erzeugen und in die Vernetzerlösung schleudern. Kugeln be-
sonders einheitlicher Größe liefert der Strahlschneider, bei dem ein aus einer oder
mehreren Düsen austretender Strahl durch einen rotierenden Strahlteiler zerschnit-
ten wird. Mit dem Strahlschneider lassen sich bei sehr enger Größenverteilung hohe
Durchsätze erreichen und auch sehr kleine Kugeln von nur 100 µm Durchmesser
herstellen (Prüße et al. 1998 a, 1998 b; Prüße 1999). Eine kontinuierliche Produktion
der linsenförmigen LentiKats ist durch Auftropfen einer Suspension aus gelöstem
Polyvinylalkohol und dem biologischen Nutzmaterial auf ein Förderband mit an-
schließender Trocknung und Gelierung möglich (Jekel et al. 1998).
Zur Formulierung von Organismen in der biologischen Schädlingsbekämpfung
(s. 3. 6. 4. 1) werden für getrocknete Produkte häufig auch Methoden der klassi-
schen mechanischen Verfahrenstechnik angewendet wie z. B. das Agglomerieren,
bei dem kleine Partikel zu größeren Einheiten (z. B. Granulaten oder Pellets) zu-
sammengefügt werden (Schubert 1986; Jones und Burges 1998). Durch Agglomerie-
ren kann neben einer leichteren Verarbeitung, Handhabung und Dosierung auch ei-
ne Verringerung der Risiken für den Anwender durch feine Stäube der biologisch ak-
tiven Produkte erzielt werden. Spezielle Formulierungen können das Anhaften der
aktiven Komponente an Pflanzenteilen oder dessen kontrollierte Freisetzung ermög-
lichen. Der Anteil der biologisch aktiven Komponente liegt in der Regel zwischen 5
und 20 % (w/w). Agglomerierungen können z. B. mit Granuliertellermaschinen, Gra-
nuliertrommeln oder in Wirbelschichtgranulierern durchgeführt werden. Dabei wer-
den Zell- oder Sporensuspensionen (teilweise mit viskosen Bindemitteln vermischt)
mit Trägermaterialien zu Pulvern, Granulaten oder Pellets zusammengefügt. Als
Träger können anorganische oder organische Materialien verwendet werden (s. o.),
wobei mineralische Substanzen wie z. B. Lehm oder Kaolin besonders geeignet sind,
da sie Feuchtigkeit binden können und so den Zellen oder Sporen eine gewisse
Restfeuchte garantieren, die ihre Überlebensrate erhöht (Heijnen et al. 1992). Bei
Burges (1998) finden sich diverse zur Formulierung von Mikroorganismen geeignete
Materialien.
3 Stand des Wissens
10
3. 2 Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe
3. 2. 1 Definition
Bereits 1934 beschäftigten sich Willstätter und Rhodewald mit der Komplexbildung
von Biopolymeren durch elektrostatische Bindungen. Weitere Arbeiten über derartige
Flockungsreaktionen folgten 1949 von Bugenberg de Jong und Fuoss & Sadek und
1951 von Deul & Solms.
Eine erste systematische Beschreibung dieser Flockungsreaktion eines Ions mit ei-
nem Gegenion findet sich bei Deul et al. 1953, die Niederschlagsbildungen bei der
Reaktion polymerer Säuren mit polymeren Basen intensiv untersucht haben.
Zur Erklärung der verschiedenen Polyelektrolyt-Reaktionen werden drei Ionen-Typen
nach Ladung, Größe und Form unterschieden (Abb. 3. 2).
Punkt-Ion Faden-Ion Netz-Ion
Abb. 3. 2 Verschiedene Ionen-Typen (nach Deul et al. 1953).
Punkt-Ionen entsprechen dabei kleinen, niedervalenten Ionen, Faden- und Netz-
Ionen großen, polyvalenten fadenförmigen bzw. dreidimensional vernetzten Ionen.
Daneben existieren alle denkbaren Übergangstypen. Eine Reaktion zu einem Po-
lyelektrolyt-Komplex findet statt, wenn mindestens ein Reaktionspartner ein Faden-
oder Netz-Ion ist. Die Bindung wird auf die Wirksamkeit von Coulomb-Kräften zu-
rückgeführt. Eine optimale Flockungsreaktion tritt ein, wenn die Polykationen die
gleiche Gesamtladung wie die Polyanionen tragen, d. h. bei Reaktionen zwischen
starken polymeren Säuren und starken polymeren Basen am Äquivalenzpunkt. Da
bei schwachen Polyelektrolyten die Ladung pH-abhängig ist, ist auch das Flok-
kungsoptimum pH-abhängig. pH-abhängig ist dann ebenfalls das Verhältnis von Po-
lykation zu Polyanion im isoelektrischen Niederschlag.
Dautzenberg et al. (1989) definiert einen Polyelektrolyt-Komplex als einen Komplex,
der aufgrund Coulombscher Wechselwirkungen aus Polyanionen und Polykationen
gebildet wird. Michaels (1965) bezieht zusätzlich thermodynamische Überlegungen
mit ein (s. 3. 2. 2). Xia et al. (1993) stellen die Ladungsneutralisierung eines Polyani-
ons durch ein Polykation in den Vordergrund.
Bei Philipp et al. (1982) wird zwischen „Polyelektrolyt-Komplexen im engeren Sinne“
und „Polyelektrolyt-Komplexen im weiteren Sinne“ unterschieden. Unter „Polyelek-
trolyt-Komplexen im engeren Sinne“, die hier auch als Symplexe bezeichnet werden,
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versteht man die durch überwiegend ionische Wechselwirkungen zwischen makro-
molekularen Anionen und makromolekularen Kationen erhaltenen Reaktionspro-
dukte. Den „Polyelektrolyt-Komplexen im weiteren Sinne“ werden oft auch die Wech-
selwirkungsprodukte zwischen einem Polyion und einem ungeladenen Polymer bzw.
zwischen einem Polyion und einem mehrwertigen Gegenion zugerechnet, wobei die
Übergänge fließend sind.
3. 2. 2 Bildung
Die Bildung eines Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexes wurde bereits 1949 von
Fuoss und Sadek beschrieben, die durch portionsweise Zugabe einer verdünnten
wäßrigen Lösung eines Polyanions zu einer wäßrigen Lösung eines Polykations eine
Trübung der Lösung und den Ausfall des Komplexes als Niederschlag beobachteten.
Solche Flockungen sind bereits bei extremer Verdünnung zu beobachten und erfol-
gen meist nur bei bestimmten Konzentrationsverhältnissen zwischen Polyanion und
Polykation. Häufig sind auch bestimmte pH-Werte notwendig. In salzfreien verdünn-
ten Lösungen reagieren die Polyionen in äquiionischen Verhältnissen unabhängig
von ihrer relativen Menge beim Mischen. Für starke Polyelektrolyte korrespondiert
der Flockungspunkt mit einer 1:1 Ladungsstöchiometrie, während mit abnehmender
Ladungsdichte, schwächeren ionischen Gruppen und signifikanter sterischer Hinde-
rung bemerkenswerte Abweichungen beobachtet werden (Deuel et al., 1953; Micha-
els und Miekka 1961; Michaels et al., 1965; Dautzenberg et al. 1994).
Nach Dautzenberg et al. (1994) erfolgt die Symplexbildung in zwei Stufen (Abb. 3. 3).
Polyanion + Polykation → Stufe 1: Primäraggregat → Stufe 2: Sekundäraggregat
Abb. 3. 3 Zweistufenmodell der Symplexbildung (Dautzenberg et al. 1994).
Die erste Stufe bei geringer Polymerzugabe ist charakterisiert durch die Bildung ei-
nes ziemlich kleinen, oberflächenladungsstabilisierten „Primäraggregates“, welches
ungefähr zwischen 10 und 1.000 Polymerketten enthält. In der zweiten Stufe, bei hö-
herer Polymerzugabe, meistens bei ungefähr 70 % der Menge, die für einen kom-
pletten Ladungsausgleich benötigt wird, werden gewöhnlich größere „Aggregate“
oder „Partikel“ gebildet, welche eine beträchtliche Menge der „Primäraggregate“ ent-
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halten. Diese zweite Aggregation führt in den meisten der untersuchten Fälle zu ei-
ner mehr oder weniger schnellen Phasenseparation (Ausflockung).
Bei den getrennten Lösungen von Polyanion und Polykation sind die geladenen
funktionellen Gruppen durch die jeweiligen Gegenionen abgeschirmt. Diese Ab-
schirmung muß bei der Komplexbildung überwunden werden. Triebkraft der der
Komplexbildung zugrundeliegenden Reaktion ist eine Entropiezunahme des ge-
samten Systems. Die Reaktion der beiden entgegengesetzt geladenen Polymerket-
ten führt durch die Bildung eines neuen geordneten Systems zwar zu einer Entropie-
abnahme, jedoch wird diese durch die Entropiezunahme bei der Freisetzung der
Gegenionen überkompensiert. Durch die Entropiezunahme bei der Gesamtreaktion
(∆S>0) läuft die Bildung des Symplexes trotz eventueller sterischer Hinderung spon-
tan ab. Ein Hinweis auf eine entropiegetriebene Reaktion ist auch die Tatsache, daß
sich Polyelektrolyt-Komplexe bei erhöhter Temperatur in konzentrierten Salzlösun-
gen auflösen. Die Bildung des Symplexes aus zwei Polymerketten ist eine endo-
therme Reaktion (∆H>0). Dies gilt aber nicht, wenn das Polyanion und das Polykati-
on nicht als Salz sondern als Säure bzw. Base eingestzt werden. Hier kommt es zu
einer schnellen exothermen Reaktion, der ein langsamer Umbau des Komplexes
folgt (Michaels 1965; Michaels et al. 1965; Philipp et al. 1982).
Rees und Welsh (1977) sehen in Wasserstoffbrückenbindungen, Dipol- und ioni-
schen Kräften sowie Solvatationsthermen die ausschlaggebenden Wechselwirkun-
gen, die schließlich zur Komplexbildung führen. Nach Dautzenberg et al. (1989,
1994) spielen Coulombsche Kräfte, van der Waals-Kräfte, Hydrophobie, Wasser-
stoffbrückenbindungen und Dipol-Charge-Transfer neben der Thermodynamik
(energiegetriebene Phasenseparation in ein polymerreiches Gel und ein polymerar-
mes Sol) eine dominierende Rolle. Vom kinetischen Standpunkt ist die Komplexbil-
dung zwischen einem Polyanion und einem Polykation sehr schnell. Die geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritte sind hierbei die Diffusion bei der Symplexgelbildung
und die Neuordnungen der bereits gebildeten Symplexaggregate durch Konformati-
onsänderungen und Loslösungen (Dautzenberg et al. 1994).
Für Kabanov (1992) und Schindler & Nordmeier (1994) spielen kooperative Wech-
selwirkungen bzw. Bindungen eine wichtige Rolle bei der Bildung der Polyelektrolyt-
Komplexe.
Bis heute fehlt jedoch ein grundlegendes Verständnis über die Art der Polyelektrolyt-
Polyelektrolyt-Komplexbildung. Auch gibt es weder ein quantitatives mechanistisches
noch ein kinetisches Modell (Dautzenberg et al. 1989, 1994).
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3. 2. 3 Struktur
Die Struktur von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexen wird hauptsächlich be-
stimmt durch die Fähigkeit der Polymerketten durch rotatorische Konformationsände-
rungen die geladenen funktionellen Gruppen so in Position zu bringen, daß stabile
Bindungen entstehen, den weitreichenden Charakter der Coulombwechselwirkungen
und den Effekt der Gegenionen, die die Elektroneutralität sichern (Michaels et al.
1965; Skouri et al. 1995).
Leiterstruktur
„Ladder“
Rühreistruktur
„Scrambled-egg“
Abb. 3. 4 Grenzstrukturmodelle der Struktur von Symplexen (Michaels 1965;
Philipp et al. 1982; Dautzenberg et al. 1994).
Für die Struktur von Symplexen gibt es zwei Grenzstrukturmodelle. Bei der ersten
Grenzstruktur wird angenommen, daß die Polyelektrolyt-Ketten, die vor der Reaktion
in einer stark gestreckten Konformation vorliegen, sich wie ein Reisverschluß zu ei-
ner „Leiterstruktur“ zusammenlagern (Abb. 3. 4, links). In der zweiten Grenzstruktur,
der „Rühreistruktur“, besteht der Komplex aus völlig wahllos miteinander verbunde-
nen Polyelektrolyt-Ketten  (Abb. 3. 4, rechts). Hier sind die ionischen Gruppen inner-
halb des Netzwerks mehr oder weniger homogen im Raum verteilt, wie Ionen in kon-
zentrierten Elektrolytlösungen. Der Ladungsausgleich ist statistisch. Die reale Struk-
tur nimmt eine Position zwischen den zwei Grenzstrukturen ein, liegt aber wesentlich
näher an der Rühreistruktur (Michaels 1965; Philipp et al. 1982; Dautzenberg et al.
1994).
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3. 2. 4 Eigenschaften
Polyelektrolyt-Komplexe sind kolloidchemisch betrachtet Gele, ein Zwischenzustand
zwischen fest und flüssig (Thiele 1963). Unter optimalen Bedingungen erhaltene
Komplexe zeigen, elektrophoretisch gemessen, keinen Ladungsüberschuß (Deuel et
al. 1953). Die Komplexe zeigen physikalisch ein Übergangsverhalten zwischen ioni-
schen kristallinen Feststoffen und amorphen organischen Polymeren. Die Komplexe
sind homogene, transparente, amorphe Harze, im getrockneten Zustand extrem hart
und brüchig und im wäßrig nassen Zustand leder- oder gummiartig. Sie sind unlös-
lich in üblichen Lösungsmitteln und unschmelzbar. Dünne Filme von Polyelektrolyt-
Polyelektrolyt-Komplexen zeigen ungewöhnliche Transportcharakteristika, wenn sie
als Dialysemembran verwendet werden (s. 3. 2. 5 und 3. 2. 6). Einfache Elektrolyte
wie Natriumchlorid diffundieren schnell durch die Membran, während Elektrolyte mit
höherem Molekulargewicht, wie Methylenblauhydrochlorid, fast vollständig zurückge-
halten werden (Michaels 1965).
Fällungen von Symplexen aus unterschiedlichen Polyelektrolyten zeigen in Wasser
ein reproduzierbares und reversibles Quellverhalten. Die Bestimmung des im Sym-
plex festgehaltenen Quellwassers erfolgt über das Wasserrückhaltevermögen
(WRV) (Philipp et al. 1980): ( )
%
tG
100tGnGWRV
×−
= (3. 1)
Gn  = Gewicht im nassen Zustand nach Zentrifugieren
Gt  = Gewicht im trockenen Zustand
Das so berechnete Wasserrückhaltevermögen kann bei Symplexen zwischen 50 und
1.000 % liegen (Philipp et al. 1980; Dautzenberg et al. 1994; Skouri et al. 1995). Das
Quellen der Komplexe ist von der Anzahl der ionischen Gruppen, der Valenz und
Natur der Gegenionen, dem pH-Wert und der Ionenstärke und Zusammensetzung
des Quellungsmediums abhängig (Peppas und Khare 1993).
3. 2. 5 Membranen und Kapseln
Mit Polyelektrolyt-Komplexen können auch größere Strukturen wie Membranen oder
Kapseln, speziell Hohlkugeln, aufgebaut werden.
An der Phasengrenze zwischen zwei unterschiedlich geladenen Polyelektrolyten
kommt es spontan zur Ausbildung einer Membran, die beide Phasen voneinander
trennt. Alle weiteren Polyelektrolyt-Moleküle müssen nun durch diese Primärmem-
bran diffundieren, um an der Reaktion teilzunehmen. Da die Permeabilität der Pri-
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märmembran für verschiedene Polyelektrolyte ganz unterschiedlich sein kann, wer-
den auch der weitere Reaktionsverlauf und damit auch die weitere Strukturbildung
und das Dickenwachstum des Gelfilms durch die Primärmembran beeinflußt. Mor-
phologische Untersuchungen zeigen daher in vielen Fällen einen asymmetrischen
Aufbau der Membran. Die Reaktion bzw. das Wachstum der Membran kommt zum
Stillstand, wenn der Diffusionswiderstand so groß geworden ist, daß keine Polyelek-
trolyt-Moleküle mehr nachgeliefert werden. Bei Verwendung von Cellulosesulfat (CS)
oder Carboxymethylcellulose (CMC) als Polyanion und Polydiallyldimethylammoni-
umchlorid (PDADMAC) als Polykation kommt es auf der Seite des Polyanions zu ei-
ner Verarmung an Polyelektrolyt. Die Membran weist in diesem Fall morphologisch in
Richtung des Polyanions eine immer lockerer aufgebaute Struktur auf (Hartmann et
al. 1987; Dautzenberg et al. 1994).
Die Herstellung von Hohlkugeln auf Basis von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Kom-
plexen, ist aufgrund ihres flüssigen Kerns besonders interessant (Dautzenberg et al.
1983, 1985, 1987; Yao et al. 1993; Dautzenberg et al. 1994; Yao 1995; Dautzenberg
et al. 1996).
Interesse fanden Hohlkugeln bereits in den 70er und 80er Jahren, besonders zur
Herstellung „künstlicher Zellen“ und zur Verkapselung Langerhansscher Inseln zur
Diabetesbekämpfung (s. 3. 2. 6). Die Herstellung von Hohlkugeln war anfangs noch
sehr aufwendig: Zuerst mußten Calciumalginatvollkugeln hergestellt werden, die
dann mit zusätzlichen Schichten aus Poly-L-Lysin und Alginat versehen wurden. An-
schließend wurde der Calciumalginatkern z. B. mittels eines Phosphat- oder Citrat-
puffers wieder aufgelöst (Lim und Sun 1980; Lim und Moss 1981; Goosen und Sun
1985).
Einfacher und in nur einem Schritt verläuft die Verkapselung in Calciumalginathohl-
kugeln mit guten mechanischen Eigenschaften durch Mischen des biologischen
Materials mit z. B. Methylcellulose und Calciumchlorid und anschließendem Ein-
tropfen in eine verdünnte Natriumalginatlösung (Spiekermann et al. 1987).
Von Interesse zur Herstellung mechanisch stabiler Hohlkugeln in nur einem Schritt
sind aber auch Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe (Dautzenberg et al. 1983,
1985, 1987; Yao et al. 1993; Wiesmann 1994; Dautzenberg et al. 1994; Yao 1995;
Dautzenberg et al. 1996).
Hohlkugeln  entstehen z. B. durch Eintropfen einer Lösung eines Polyanions (z. B.
CS) in die Lösung eines Polykations (z. B. PDADMAC). Sofort nach Kontakt des CS-
Tropfens mit der Vernetzerlösung bildet sich die Primärmembran. Die Kapselmem-
bran wächst nun so lange weiter nach innen, bis es zu einer Verarmung an CS im
Innern kommt, oder bis der Diffusionswiderstand so groß geworden ist, daß die äu-
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ßere Komponente die Membran nicht mehr durchdringen kann. Folge ist auch hier
eine asymmetrische Struktur der Membran, die in diesem Fall aufgrund der be-
grenzten Polyanionenmenge im Innern der Kapsel noch stärker ausgeprägt ist.
Damit die Membran eine ausreichende Stabilität besitzt und die Kapseln nicht sofort
wieder zerfallen, sollten für das System CS/PDADMAC folgende Bedingungen erfüllt
sein (Dautzenberg et al. 1983, 1987, 1996, 1998):
• Einsatz der Polyelektrolyte als Salz
• pH-Wert zwischen 5 und 9
• Eintropfhöhe zwischen 5 bis 20 cm
• Substitutionsgrad des CS zwischen 0,3 und 2,5
• Konzentration des CS zwischen 1 und 10 %
• Viskosität des CS zwischen 100 und 10.000 mPa⋅s
• Konzentration des PDADMAC zwischen 0,5 und 10 %
• Verhältnis der Viskosität zwischen PDADMAC und CS zwischen 1:10 und 1:100
3. 2. 6 Einsatzmöglichkeiten
Polyelektrolyte können aufgrund ihrer vielfältigen Eigenschaften in den unterschied-
lichsten Bereichen zum Einsatz kommen (Michaels 1965; Dautzenberg et al. 1994).
Durch die Existenz oder Einführung ionischer Gruppen in ansonsten unlösliche Po-
lymere können diese wasserlöslich gemacht werden.
Mit Polyelektrolyten können z. B. hydrophobe Substanzen in ein stabiles Kolloidsy-
stem überführt werden. Auf diesem Effekt beruhen zahlreiche Anwendungen als
Dispersions- und Flockulierungsmittel in der Papier-, Textil-, Wasseraufbereitungs-,
Bergbau-, Ölförder-, Bau-, der chemischen Industrie und vielen anderen Bereichen.
Aufgrund der Viskosität der Lösungen von Polyelektrolyten werden diese als Verdik-
kungsmittel in der Lebensmittel-, der Kosmetik-, der Pharmaindustrie, aber auch in
der Bauindustrie eingesetzt.
Das große Wasserrückhaltevermögen (s. 3. 2. 4) ermöglicht zahlreiche Anwendun-
gen als Absorber.
Weitere Anwendungen haben Polyelektrolyte zur Oberflächenbehandlung und –vor-
bereitung in der Beschichtungstechnik gefunden.
Aus der Tatsache, daß mit Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexen Membranen und
Kapseln realisiert werden können, resultieren zahlreiche weitere Anwendungen (Mi-
chaels 1965; Dautzenberg et al. 1994).
Dadurch daß diese Membranen aufgrund ihrer unterschiedlichen Permeabilität für
verschiedene Substanzen sehr interessante Transportcharakteristika aufweisen
(s. 3. 2. 4), kommen sie zur Trennung und Filtration in vielen Bereichen zum Einsatz,
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z. B. bei der Abwasserreinigung, der Reinigung von Flüssigkeiten in der Lebensmit-
telindustrie (Philip et al. 1982), der Meerwasserentsalzung, der Ultrafiltration oder als
ionenselektive Membranen. Da viele Polyelektrolyt-Komplexe aus biokompatiblen
Materialien bestehen, sind sie auch im biotechnologischen (z. B. zur Trennung von
Biopolymeren, Philip et al. 1979; Kudela et al. 1992) und medizinischen Bereich
(z. B. für die Dialyse) geeignet (Chandy und Sharma 1991; Kühtreiber et al. 1999).
Ferner haben Membranen aus Polyelektrolyt-Komplexen in der Elektrochemie An-
wendung z. B. als Trennwand in Batterien oder als fester Elektrolyt in Brennstoffzel-
len gefunden.
Eine besondere makroskopische Erscheinungsform von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-
Komplexen stellen Hohlkugeln dar, die durch ihren flüssigen Kern viele Möglichkei-
ten und Anwendungen eröffnen (Dautzenberg et al. 1983, 1985, 1987; Yao et al.
1993; Dautzenberg et al. 1994; Yao 1995).
Erste Ansätze zur Herstellung von Hohlkugeln auf Basis von Calciumalginatkugeln
(s. 3. 2. 5) finden sich bereits in den 70er und 80er Jahren. Dabei stand anfangs der
Einschluß von Biomolekülen und Zellorganellen in eine semipermeable Membran zur
Bildung „künstlicher Zellen“ im medizinischen Bereich im Vordergrund (Chang 1972).
Ein großer Erfolg war der Einschluß Langerhansscher Inseln zur Diabetesbekämp-
fung und die Verpflanzung in einen anderen Organismus, ohne daß das Immunsy-
stem diese Zellen sofort ausschaltet (Lim 1979 a, 1979 b; Lim und Sun 1980; Lim
und Moss 1981; Lim 1982 a, 1982 b; Lim 1984; Goosen und Sun 1985). Neben dem
Schutz vor Immunreaktionen sind die in Hohlkugeln eingeschlossenen Enzyme oder
Zellen auch vor einem proteolytischen Abbau geschützt. Ein sehr wichtiger Vorteil ist,
daß es durch den flüssigen Kern zu keinem Eingriff in die Struktur der Biomoleküle
und den damit verbundenen Änderungen der Aktivität kommt (Pommering et al.
1983).
Verkapselt werden neben Enzymen oder Zellen für die heterogene Katalyse in der
Biotechnologie (Philipp et al. 1979; Daly und Knorr 1988; Knorr und Daly 1988; Pan-
dya und Knorr 1991; Stefuca et al. 1991; Förster et al. 1994; Kas 1997) auch Nutz-
materialien wie z. B. pharmazeutische Wirkstoffe, Pestizide oder Farbstoffe (Daut-
zenberg et al. 1983, 1985, 1987; Yao et al. 1993; Dautzenberg et al. 1994; Yao
1995). In der Medizin werden verkapselte Zellen z. B. zur Antikörperproduktion ein-
gesetzt (Posillico 1986). Die unterschiedliche Permeabilität der Kapselmembran für
verschiedene Substanzen kann dazu eingesetzt werden, diese gezielt über einen
bestimmten Zeitraum freizusetzen („controlled release“). Zahlreiche Anwendungen in
der Medizin zur kontrollierten Freisetzung von Medikamenten (Polk et al. 1984; Daly
und Knorr 1988; Knorr und Daly 1988; Takahashi et al. 1990; Pandya und Knorr
1991; Lin und Lin 1992; Abletshauser 1993; Hari et al. 1996 a; Hari et al. 1996 b;
Okhamafe et al. 1996; Kas 1997) und in der Landwirtschaft zur Freisetzung von Pe-
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stiziden, Lockstoffen, Dünger, etc. beruhen auf diesem Effekt (Tsuji 1999; Ohstubo
und Tsuji 1999).
Eine Einsatzmöglichkeit in neuerer Zeit ist die Verwendung von Hohlkugeln zur Si-
cherheitsfermentation gentechnisch veränderter Organismen, deren Anzucht mit ho-
hen Sicherheitsauflagen zum Schutz von Mensch und Umwelt verbunden ist. Durch
Einschluß dieser Organismen in Hohlkugeln sollen Fermentationen in üblichen Bio-
reaktoren in normal ausgestatteten Technika durchgeführt werden können (Eberle
1997).
Eine ganz spezielle Anwendung haben mit Farbstoff gefüllte Kapseln in der Druck-
technik zur Übertragung gefunden, wo sie durch Druck oder Temperatur den Farb-
stoff an den gewünschten Stellen wieder abgeben (Usami et al. 1999).
3. 2. 7 Verwendete Polyelektrolyte
Umfangreiche Darstellungen für die Verkapselung geeigneter Polyelektrolyte finden
sich z. B. bei Dautzenberg et al. 1994 oder Prokop et al. 1998 a, b. Die Verwendung
von Alginat ist ebenfalls ausführlich beschrieben (z. B. Lim und Sun 1980; Vorlop
und Klein 1983; Vorlop 1984; Hartmeier 1986; Smidsrød und Skjak-Bræk 1990; Thu
et al. 1996). An dieser Stelle soll nur auf die in der vorliegenden Arbeit überwiegend
verwendeten Polyelektrolyte eingegangen werden.
3. 2. 7. 1 Sulfoethylcellulose (SEC)
Bei dem anionischen Polyelektrolyt Sulfoethylcellulose handelt es sich um einen
Celluloseether, der z. B. in einer heterogenen Reaktion des wichtigen nachwachsen-
den Rohstoffes Cellulose mit Vinylsulfonsäure entsteht (Herzog et al. 1989).
Die Auswahl der eingesetzten Cellulose bestimmt bereits die Molmasse des Cellulo-
seethers. Dabei kann das Edukt zwischen einfachen Holzzellstoffprodukten und
hochwertigem Linters ausgewählt werden. Durch Behandlung mit Wasserstoffpero-
xid (H2O2) kann die Kettenlänge und damit auch die Viskosität des späteren Pro-
duktes verringert werden.
Im ersten Reaktionsschritt wird die Cellulose bei 20 bis 40 °C mit 1,5 bis 2 M Na-
tronlauge je Mol Cellulose aktiviert (Abb. 3. 5).
Anschließend folgt die Veretherungsreaktion. Als Reagenz wird das Natriumsalz der
Ethensulfonsäure (CH2CHSO3Na) verwendet. Alternativ dazu könnten auch Chloret-
hansulfonat (ClCH2CH2SO3Na, Danilov und Plisko 1964; Gershenovich et al. 1969)
oder Bromethansulfonat (BrCH2CH2SO3Na, Hoffmann-La Roche 1943) verwendet
werden, jedoch ist dies ökologisch bedenklich und bringt keine wirtschaftlichen Vor-
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teile. Der Substitutionsgrad (DS) der SEC kann durch die Konzentration und die Re-
aktionsführung beeinflußt werden.
Nach der Reaktion wird mit Salzsäure neutralisiert und mit Wasser gewaschen.
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Abb. 3. 5 Sulfoethylcelluloseherstellung aus Cellulose und Vinylsulfonsäure (Her-
zog et al. 1989, Patent Wolff Walsrode AG).
In Lösungen von SEC liegen neben molekulardispers gelösten Anteilen auch Asso-
ziate und Aggregate vor, die in Abhängigkeit von der Konzentration Überstrukturen
ausbilden (Thielking 1999).
Anwendung gefunden hat SEC z. B. als Additiv oder Bindemittel in der Keramik- und
Glasindustrie (Shin-Etsu Chemical Industry 1981 a, b, c, d, 1982), für Fotobeschich-
tungen (Himmelmann et al. 1990), als Verdickungsmittel für Kosmetikprodukte (Shin-
Etsu Chemical Industry 1981 b) und Latexfarben (Shin-Etsu Chemical Industry
1981 e), als Additiv in Waschmitteln (Gershenovich et al. 1967, 1969), aber auch in
Feuerlöschern (Pletnev et al. 1980), der Erzwäsche (Plisko et al. 1974; Braun et al.
1979) oder zur Reduzierung des Wasserverlustes in Bohrschlämmen (Hori et al.
1985; Daiichi Kogyo Seiyaku 1984 a, b). Aufgrund ihrer Biokompatibilität wird SEC
auch bei der Chromatographie von Peptiden (Jolles 1963) und zur Abtrennung von
Leukozyten und Plättchen aus dem Blut verwendet (Kikugawa und Minoshima 1978).
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3. 2. 7. 2 Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC)
Das Polykation PDADMAC wird technisch in großem Maßstab hergestellt. Es dient
als Flockungsmittel zur Wasseraufbereitung und Abwasserbehandlung. Mit PDAD-
MAC können z. B. Kaolin, Mikroalgen, Humussäuren, Öl, Cellulosefasern, Lanthani-
de, Actinide und unter Zusatz von Aluminiumnitrat (Al(NO3)3) auch Farbstoffe aus
Wasser entfernt werden. Darüber hinaus kann PDADMAC auch als Polykation zur
Bildung von Polyelektrolyt-Komplexen für Gele, Membranen und Kapseln verwendet
werden (s. 3. 2. 5).
Die Herstellung beginnt mit einer zweifachen Alkylierung des preiswerten Dimethy-
lamin mit Allylchlorid in wäßriger alkalischer Lösung. Aus dem gebildeten Monomer
Diallyldimethylammonium entsteht anschließend durch radikalische Polymerisation
das lineare Polymer PDADMAC. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen wird die
Synthese in verdünnten Lösungen durchgeführt (Butler 1992; Dautzenberg et al.
1994).
Abb. 3. 6 Cyclopolymerisation von Diallyldimethylammonium zu PDADMAC
(Dautzenberg et al. 1994).
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3. 2. 7. 3 Chitosan
Chitosan (Poly[β-(1,4)-2-amino-2-desoxy-D-glucopyranose]) wird durch N-Deacety-
lierung aus Chitin hergestellt, dem zweitwichtigsten nachwachsenden Rohstoff nach
Cellulose (Abb. 3. 6). Chitin ist z. B. Bestandteil der Schalen von Krustaceen und In-
sekten, kommt aber auch bei Pilzen und Hefen vor.
Technisch wird Chitosan in großem Maßstab unter Zusatz von starker Natronlauge
bei hohen Temperaturen aus Krabbenschalen gewonnen. Der Deacetylierungsgrad
kann durch die Wahl der Reaktionsbedingungen beeinflußt werden. Eine fermentati-
ve Herstellung mit bestimmten Hefen ist ebenfalls möglich.
Chitosan löst sich gut in sauren wäßrigen Medien (z. B. Essigsäure) unter Bildung
hoch viskoser Lösungen, wobei die Löslichkeit stark vom Deacetylierungsgrad ab-
hängt. In Lösung nimmt Chitosan in Abhängigkeit von den Bedingungen Strukturen
zwischen der Kugelform und einer zufälligen Helix an (Muzzarelli 1977; Dautzenberg
et al. 1994; Loth 1997; Kim et al. 1999).
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Abb. 3. 7 Herstellung von Chitosan aus Chitin durch N-Deacetylierung.
Chitosan hat Anwendung in den unterschiedlichsten Bereichen gefunden, z. B. in der
Medizin zur kontrollierten Freisetzung von Medikamenten aus Gelen und Kapseln,
bei medizinischen Fasern und Wundverbänden, zur Beschleunigung der Wundhei-
lung, als antibakterielles Mittel oder Antitumormittel (Polk et al. 1984; Muzzarelli
1990; Kas 1997; Arshady 1999; Kim et al.1999; Kühtreiber et al. 1999), der Wasser-
aufbereitung (Muzzarelli 1990; Bader und Birkholz 1996; Kas 1997) oder im Agrarbe-
reich zur kontrollierten Freisetzung von Pestiziden oder zum Saatgut-Coating (Muz-
zarelli 1990; Bader und Birkholz 1996; Kas 1997).
Chitosan kann durch Re-Acetylierung mit Essigsäure thermoreversible Gele bilden.
Durch die regelmäßige Struktur und die hohe Ladungsdichte ist Chitosan wie
PDADMAC als Polykation zur Bildung von Polyelektrolyt-Komplexen für Gele, Mem-
branen und Kapseln geeignet (s. 3. 2. 5).
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3. 3 Nematodenprobleme an Kulturpflanzen
Phytopathogene Nematoden sind die am weitesten verbreiteten Schädlinge in der
Landwirtschaft, im Gartenbau, der Forstwirtschaft, dem Zierpflanzenbau und dem
Weinbau. Immer wieder kommt es zu verheerenden wirtschaftlichen Schäden (Dek-
ker 1969; Nickle 1984; Oerke et. al. 1994; Webster 1997). Trotz dieser Tatsache gibt
es kaum genaue Angaben über die Ertragsverluste (Webster 1997). Jung schätzt die
weltweiten Schäden auf 150 Milliarden DM (Anonym 1998 a). Von Sasser und
Freckmann (1987) und Burrows et. al. (1994) wird ein ähnlicher Betrag von mehr als
100 Milliarden US$ genannt.
Basierend auf einer 1971 durchgeführten Studie der Society of Nematologists liegt
der durchschnittliche nematodenbedingte Ernteverlust aller Kulturpflanzen bei 10 %,
wobei in Einzelfällen Verluste von 50 % der Ernte auftreten können (Dowler und van
Gundy 1984).
Tab. 3. 2 Wichtige von Schadnematoden befallene Kulturpflanzen (Nickle 1984;
Krieg und Franz 1989; Luc et al. 1990; Riggs und Wrather 1992; Oerke
et al. 1994).
Kulturpflanze Schadnematoden
Sojabohne Heterodera glycines, Trichodorus spp., Belonolaimus spp.,
Pratylenchus spp., Circonemoides spp., Hoplolaimus spp.,
Xiphinema spp., Tylenchorhynchus spp., Rotylenchus spp.
Getreide Heterodera avenae, Heterodera zeae
Gerste Heterodera avenae
Reis Hirschmanniella spp., Circonemella spp., Meloidogyne spp.
Hafer Heterodera avenae
Kartoffel Globodera rostochiensis, Globodera pallida, Meloidogyne incognita,
Meloidogyne hapla, Meloidogyne javanica, Nacobbus aberras,
Pratylenchus penetrans
Raps Heterodera schachtii
Zuckerrübe Heterodera schachtii, s. 3. 4
Zuckerrohr Meloidogyne incognita, M. graminicola
Erdnuß Meloidogyne arenaria, M. hapla, M.  javanica
Gemüse Meloidogyne spp., Pratylenchus spp., Rotylenchus spp., Heterodera
schachtii, Nacobbus aberans, Paratrichodorus minor, Dolichodorus
heterocephalus, Tylenchorhynchus braccicae
Baumwolle Meloidogyne spp.
Tabak Meloidogyne spp.
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Eine Handvoll Kulturboden enthält meistens mehrere tausend Nematoden, die dort
saprophag, räuberisch oder parasitisch an Pflanzenwurzeln, Insekten oder Pilzen le-
ben (Hashem 1988). Von den über 15.000 bekannten Nematodenarten ernähren
sich ca. 3.000 von Pflanzen, etwa 100 Arten verursachen teilweise beträchtliche
Schäden an Kulturpflanzen (KWS 1999 b; Tab. 3. 2).
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3. 4 Nematodenprobleme an Zuckerrüben
Zuckerrüben gehören zu den wettbewerbsfähigsten Marktfrüchten (Meinert und Mitt-
nacht 1992). Bei der noch recht jungen Kulturpflanze Zuckerrübe (Beta vulgaris)
handelt es sich um eine zuckerreiche Zuchtform der Runkelrübe. Der Samen der
Langtagpflanze wächst in etwa 180 Tagen zu einer blütenstengelfreien Pflanze aus.
Heute angebaute Sorten enthalten üblicherweise 77,5 % Wasser, 14 % kristallisier-
baren Zucker, 2 % nicht kristallisierbaren Zucker, 2 % Nichtzuckerstoffe (z. B. Ami-
nostickstoff, Kalium, Natrium) und 4,5 % Trockensubstanz (KWS 1999 a). Die bei
der Zuckerherstellung anfallenden Schnitzel finden feucht oder getrocknet als Vieh-
futter Verwendung. Ein weiteres Nebenprodukt ist die Melasse.
Bereits im 18. Jahrhundert beschäftigten sich der Berliner Apotheker und Chemiker
Andreas Sigismund Marggraf sein Nachfolger Franz Carl Achard mit dem Anbau der
Runkelrübe und der technischen Gewinnung von Zucker. Mit der Errichtung der er-
sten Rübenzuckerfabrik der Welt in Cunern/Schlesien begann die Ausbreitung der
Rübenzuckerindustrie in ganz Europa. Mit der Intensivierung des Zuckerrübenan-
baus verbreitete sich auch der Zuckerrübenematode. Die sogenannte „Rübenmüdig-
keit“ von Feldern, auf denen in kurzen Abständen Zuckerrüben angebaut wurden,
konnte sehr bald auf einen Befall mit Heterodera schachtii zurückgeführt werden. Die
Ernteverluste waren so groß, daß 1876 in Deutschland 24 Zuckerfabriken schließen
mußten (Liebscher 1878; Kühn 1881, 1882).
Zu ersten großen Problemen mit dem Zuckerrübennematoden H. schachtii in jünge-
rer Zeit kam es aufgrund immer größerer Erträge und immer kürzerer Fruchtfolgen
bereits in den 70er Jahren. Zunächst wurden die Nematoden mit chemischen Mitteln
wie den Granulaten Temik 10G und Dacamox und dem Spritzmittel Vydate be-
kämpft. Die hohen Kosten der chemischen Nematodenbekämpfung und die im Ver-
gleich dazu zu geringe Befallsverminderung und schließlich die Einschränkung und
das Verbot umweltfeindlicher Wirkstoffe wie z. B. Methylbromid oder Aldicarb ma-
chen andere Methoden zur Eindämmung des Nematodenbefalls erforderlich (Kessel
1977; Stirling 1988 a, 1991, 1992; Kerry 1993, 1995; Bridge 1996; Kerry und Evans
1996; Kerry und Jaffee 1997; Kerry 1998; s. 3. 5).
Besonders in den traditionellen Zuckerrübenanbaugebieten in Mitteleuropa gibt es
große Probleme mit dem Nematoden H. schachtii. Er stellt dort neben der virösen
Wurzelbärtigkeit Rizomania häufig den ertragsbegrenzenden Faktor dar.
Der jährliche Schaden liegt allein in der Bundesrepublik Deutschland bei über
200 Millionen DM (Schlang 1991). Nach Schätzungen sind ein Drittel aller Zuckerrü-
benanbauflächen in Deutschland von H. schachtii befallen. Bei zu häufigem Anbau
von Zuckerrüben erreicht der Ertragsverlust 25 % (Weischer und Steudel 1972), in
Einzelfällen treten Ertragseinbußen von bis zu 45 % auf (Rieckmann und Sieck
1995). Die wirtschaftliche Schadensschwelle liegt bei nur 500 Eiern und Larven des
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Nematoden je 100 ml Boden (Schlang 1998, Tab. 3. 3). Bei dieser Verseuchungs-
dichte des Bodens ist mit Ertragseinbußen von ca. 5 % zu rechnen (KWS 1999 b).
Geht man von einer Ertragserwartung von 55 Tonnen Zuckerrüben je Hektar aus,
macht ein Minderertrag von 30 % einen finanziellen Verlust von 1.700 DM je Hektar
aus (Heinrichs 1998).
Tab. 3. 3 Bewertung der Nematodenverseuchung im Zuckerrübenanbau
(Kessel, 1977; KWS 1999 b)
Befalls-
klasse
Zysten/
100 ml Erde
Eier+Larven/
100 ml Erde
Befall Verlust
in %
Bewertung
0 0 0 - - -
I 1 - 5 ca. 150 leicht - keine Bedenken
II 6 - 10 150-800 leicht, keine
Nesterbildung
3-5 keine Bedenken bei
3jähriger Fruchtfolge
III 11 - 20 800-1500 mäßig,
Nesterbildung
6-12 Rüben nicht häufiger
als jedes 4. Jahr
IV 21 - 40 1500-2500 schwer, teilw. große
Nester u. Kahlstellen
12-20 Rübenanbau 5-6
Jahre aussetzen
V > 41 > 2500 sehr schwer, ausge-
dehnte Kahlstellen
> 25 Rübenanbau 6-8
Jahre aussetzen
Im Jahr 1999/2000 haben allein in der Bundesrepublik Deutschland 55.869 Rüben-
anbauer auf einer Fläche von 488.391 Hektar (Abb. 3. 8) 26,4 Millionen Tonnen
Zuckerrüben geerntet. Daraus wurden über 4 Millionen Tonnen Zucker hergestellt. In
der Europäischen Union wurden 1999/2000 auf einer Fläche von fast 2 Millionen
Hektar mit 16 Millionen Tonnen rund 14 % des weltweit erzeugten Zuckers herge-
stellt (Wirtschaftliche Vereinigung Zucker 1999).
Weltweit kommt der Zuckerrübennematode zusätzlich in Asien, Nordamerika und
Australien vor (Jung 1998; KWS 1999 b). Mehr als 90 % der von Nematoden verur-
sachten Schäden an Zuckerrüben werden auf H. schachtii zurückgeführt (Good
1968; Anonym 1970). In den USA sind in starken Befallsgebieten totale Ernteaus-
fälle keine Seltenheit (Weischer und Steudel 1972).
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Abb. 3. 8 Standorte des Zuckerrübenanbaus in Deutschland
(Wirtschaftliche Vereinigung Zucker 1999).
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3. 5 Der Zystennematode Heterodera schachtii
Der Zuckerrübennematode Heterodera schachtii A. Schmidt 1871 wurde 1859 von
dem Bonner Botaniker H. Schacht in Deutschland in der Nähe von Halle an der
Saale entdeckt (Schacht 1859 a, 1859 b). Eine umfangreiche Beschreibung erfolgte
1871 von A. Schmidt (1871, 1872), die von Strubell (1888), Chatin (1888, 1891) und
später von Raski (1949) vervollständigt wurde. Der Befall der Zuckerrüben und der
Krankheitsverlauf wurden zuerst von Nemec (1910, 1911, 1933) beschrieben. Es
folgten erste Arbeiten von Hijner (1952) und Bergmann (1958) über die Wirt-Parasit-
Beziehung.
Der phytoparasitäre Nematode Heterodera schachtii Schmidt wird innerhalb des
Stammes der Nemathelminthes/Rundwürmer in die Klasse der Nematoda/Faden-
würmer eingeordnet. In dieser Klasse findet er sich in der Ordnung Tylenchida (Dek-
ker 1969; Freye 1984).
Der Lebenszyklus von Heterodera schachtii (Abb. 3. 9) ist typisch für alle bekannten
Spezies dieser Art (Decker 1969; Steele 1984; Schäufele 1982; Börner 1983; Atlas
der Krankheiten und Schädlinge der Rübe 1985; Rieckmann und Steck 1995; Jung
und Wyss 1999; KWS 1999 b). Der Nematode überdauert im Boden als Ei innerhalb
einer braunen, stecknadelkopfgroßen Zyste. Eine Zyste enthält 200-500 Eier (Jaffee
1992). Auch ohne einen von den Wirtspflanzen ausgehenden Schlupfreiz entwickeln
sich im Frühjahr aus einem Teil der Eier Larven (J1), die sich noch in der Zyste ein
erstes Mal häuten (J2). Die übrigen Eier verbleiben in der Zyste. Sie sind bis zu zehn
Jahre lebensfähig. Die hellen Larven des 2. Entwicklungsstadiums (J2), bei denen
keine Geschlechtsdifferenzierung vorliegt, sind etwa 450 µm lang und 20 µm breit.
Sie verlassen die schützende Zyste, durchwandern schlängelnd den Boden und su-
chen, angelockt durch die Wurzeln der jungen Pflanzen, ihren Wirt auf. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit und die zurückgelegten Strecken sind dabei gering. Als Folge
dieser Tatsache ist ihre massenweise Vermehrung oft auf Befallsnester innerhalb
des Pflanzenbestandes beschränkt. Mit Hilfe ihres Mundstachels dringen die Larven
kurz hinter der Wurzelspitze in die Faserwurzeln der Zuckerrübe ein. Dort induzieren
sie sofort die Ausbildung eines Nährzellensystems (Syncytium), das die Grundlage
für die weitere Nematodenentwicklung bildet. Sie geben Enzyme ab, um Zell- und
Pflanzeninhaltsstoffe in eine verwertbare Form zu überführen. Bei den Larven des 3.
und 4. Entwicklungsstadiums, die bereits 1 - 2 Wochen nach dem Eindringen in die
Wurzel erreicht werden, kommt es zur Geschlechtsdifferenzierung. Die Männchen
behalten ihre Wurmform bei, während sich der Umfang der Weibchen auf 0,2 bis
0,8 mm erweitert. Die weißen Weibchen, die in diesem Stadium gut mit bloßem Au-
ge sichtbar sind, brechen mit ihrem Hinterende aus der Wurzel heraus, bleiben aber
mit dem Kopf im Syncytium verankert. Die Männchen verlassen die Wurzeln und su-
chen aktiv die Weibchen auf, um sie zu begatten. Im Körper des Weibchens reifen
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anschließend die Eier heran, wobei das weiße Weibchen abstirbt und sich zur brau-
nen, zitronenförmigen Zyste wandelt. Die Zysten bleiben auch nach Absterben bzw.
Entfernen der Wirtswurzeln im Boden zurück. Durch Verschleppen von Boden über
Schlepperreifen, Bodenbearbeitungsmaschinen und Erntemaschinen können die Zy-
sten verbreitet werden.
Abb. 3. 9 Lebenszyklus des Zuckerrübennematoden Heterodera schachtii (nach
Börner 1983; Jung und Wyss 1999, verändert)
Unter mitteleuropäischen Klimaverhältnissen können sich 2-3 Generationen pro Jahr
entwickeln, wobei die Temperatur (speziell die Temperatursumme) und die Feuch-
tigkeit entscheidenen Einfluß auf die Generationszahl haben. Ideal für die Vermeh-
rung sind hohe Bodentemperaturen, mittlere Korngrößen (150 – 250 µm) und mittle-
re Bodenfeuchten (Fichtner 1985, 1986; KWS 1999 b).
Die junge Zuckerrübenpflanze reagiert auf den Nematodenbefall mit der vermehrten
Bildung von Seitenwurzeln. Da auch diese befallen werden können, entsteht ein Ge-
flecht aus kleinen Wurzeln, der sog. „Wurzelbart“ (Abb. 3.10). Die Pflanze zeigt auf-
grund der Wachstumshemmung ein kümmerliches Wachstum mit entsprechend
vermindertem Ertrag.
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Abb. 3. 10 Schadbild (Atlas der Krankheiten und Schädlinge der Rübe 1985).
Eine weitere Folge eines Nematodenbefalls können Sekundärinfektionen der
Wirtspflanze sein. Durch das Anstechen der Wurzelzellen mit dem Mundstachel der
Nematoden können mit Viren, Bakterien oder Pilzen weitere Krankheitserreger in die
Pflanze eindringen.
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3. 6 Möglichkeiten zur Nematodenbekämpfung
Die Notwendigkeit einer Bekämpfung phytopathogener Nematoden ergibt sich
zwangsläufig durch die immer enger gestellten Fruchtfolgen ganz bestimmter Kultur-
pflanzen und die damit verbundenen, zum Teil erheblichen Schäden (s. 3. 3).
Insgesamt gehen bis zur Ernte etwa ein Drittel der weltweit erzeugten Nahrungsmittel
durch Schädlinge, Pflanzenkrankheiten und Unkräuter verloren, weitere 15 % wer-
den bei der Lagerung vernichtet. Zur Sicherung der Ernte und damit auch der Le-
bensmittelversorgung der noch immer ansteigenden Weltbevölkerung stehen ver-
schiedene Methoden zur Verfügung, deren Kombination als Integrierter Pflanzen-
schutz bezeichnet wird (Fugmann et al. 1991; Oerke et al. 1994; Alexandratos 1995).
Der Integrierte Pflanzenschutz ist definiert als Verfahren, bei dem alle wirtschaftlich,
ökologisch und toxikologisch vertretbaren Methoden gemeinsam verwendet werden,
um Schadorganismen unter die wirtschaftliche Schadensschwelle zu bringen, wobei
die bewußte Ausnutzung aller natürlichen Begrenzungsfaktoren im Vordergrund
steht (Ertragssicherung durch ein Minimum an Pflanzenbehandlungsmitteln). Unter
der wirtschaftlichen Schadensschwelle versteht man diejenige Befallsdichte von
Schadorganismen, bei der die Kosten für eine Bekämpfung ebenso groß sind wie
der zu erwartende Schaden. Dabei stellt sie keinen konstanten Wert dar, sondern ist
abhängig u. a. von Standort, Sorte, Kulturmaßnahmen Witterungsbedingungen,
Selbstregulationspotential, Ertragserwartung, Behandlungskosten, Nebenwirkungen,
etc. Die Definition der integrierten Schädlingsbekämpfung schließt alle brauchbaren
physikalischen, chemischen, biotechnischen, biologischen und gentechnischen Me-
thoden ein (Krieg und Franz 1989; König 1990 a; Fugmann et al. 1991; Meinert und
Mittnacht 1992; Pflanzenschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland vom 14. Mai
1998 § 2, 2).
3. 6. 1 Chemische Bekämpfung
Die ersten chemischen Nematizide („MB“ = Methylbromid, „DD“ = 1,3-Dichlorpropen
+ 1,2-Dichlorpropan und weitere halogenierte C3-Verbindungen, „EDB“ = Ethylendi-
bromid und „DBCP“ = 1,2-Dibrom-3-chlorpropan) kamen in den 40er und 50er Jah-
ren auf den Markt. Zu diesen Bodenbegasungsmitteln kamen nach 1960 weitere
Mittel auf Basis von Organophosphaten und Carbamaten, die nematizide und insek-
tizide Wirkungen haben. In der zweiten Hälfte der 70er Jahre wurde festgestellt, daß
DBCP krebserregend ist und die Zahl der Spermien bei Männer reduziert, was 1977
zu einem ersten Verbot in den USA führte (Hague und Gowen 1987; Raski et al.
1981; Johnson und Feldmesser 1987; Stirling 1991). Zahlreiche weitere Verbote
folgten, als man auch die Grundwassergefährdung der genannten Verbindungen er-
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kannte (Peoples et al. 1980; Zaki et al. 1982; Jones und Black 1983; Cohen et al.
1984; Wixted et al. 1987). Auch das gegen Nematoden besonders wirksame Methyl-
bromid ist schon lange wegen seiner hohen Toxizität und Umweltgefährdung in vie-
len Bereichen verboten. Es wurde als Bodenbegasungsmittel mit 50-100 g/m2 einge-
setzt und war bei einer Einwirkzeit von 24-48 Stunden bis zu einer Bodentiefe von
30 cm wirksam (Bell et al. 1996).
Im Zuckerrübenanbau in Deutschland wurden lange Zeit gegen Nematoden die Gra-
nulate Temik 10G und Dacamox und das Spritzmittel Vydate eingesetzt. Beson-
ders häufig wurde das Insektizid, Akarizid und schlupfhemmende Nematizid
Temik 10G verwendet. Der enthaltene Wirkstoff Aldicarb [(2-Methyl-2-(methylthio)-
propionaldehyd-O-methyl-carbamoyloxim)] ist jedoch heute nicht mehr zugelassen,
da er sich als gefährlich für Bienen, Vögel, Fische, Fischnährtiere und Algen erwie-
sen hat, ins Grundwasser gelangt und in Wasser nur schwer abbaubar ist (Ba-
ron 1994). Als Vergiftungserscheinung von Aldicarb tritt eine spontan reversible, do-
sisabhängige Cholinesteraseaktivitätshemmung auf, die zur Erregung des pa-
rasynaptischen Nervensystems führt, aber auch Atemlähmung zur Folge haben
kann. Ferner wirkt Aldicarb nur auf den Frühbefall der Nematoden (Thiede 1988).
In Deutschland sind zur Zeit nur noch die Nematizide Basamid und Hostathion zu-
gelassen (BBA 2000). Das Granulat Basamid, das den Wirkstoff Dazomet enthält,
darf mit diversen Einschränkungen in Gemüsekulturen, im Zierpflanzenbau und in
Baumschulen gegen wandernde Wurzelnematoden und Wurzelgallennematoden
eingesetzt werden. Hostathion mit dem Wirkstoff Triazophos ist für den Einsatz ge-
gen Blattnematoden im Zierpflanzenbau zugelassen. Die Zulassung von Basamid
endet am 31.12.2003, die Zulassung von Hostathion am 31.12.2004 (BBA 2000).
Eine chemische Nematodenbekämpfung ist mit hohen Kosten und teilweise hohem
Aufwand z. B. für Wiederholungsanwendungen verbunden (Kessel 1977, 1979; Ras-
ki et al. 1981; Hague und Gowen 1987; Stirling 1991; Oerke et al. 1994). Sind die
Nematoden erst einmal in die Pflanze eingewandert, können sie noch schwieriger
bekämpft werden (Bunt 1975; McLoed und Khair 1975). Dabei ist der Erfolg der teu-
ren Nematizide keineswegs garantiert. Die Kosten sollten im Zuckerrübenanbau
400 DM pro Hektar nicht überschreiten (Fugmann et al. 1992). Ihr Einsatz führt, wie
in vielen anderen Bereichen auch, zu einem starken Selektionsdruck auf die Popula-
tion und zur Resistenzbildung. Der Einsatz von unspezifischen Bodenbegasungs-
mitteln kann das empfindliche Ökosystem Boden nachhaltig stören. Ferner können
mit chemischen Pflanzenschutzmitteln Nematoden nur bis zu einer maximalen Bo-
dentiefe von 30 cm bekämpft werden. Nematoden in größeren Tiefen entziehen sich
generell einer chemischen Bekämpfung (Bell et al. 1996).
Die Entwicklung und Zulassung neuer Nematizide ist aufgrund zahlreicher Anforde-
rungen an chemische Pflanzenschutzmittel (z. B. niedrige Aufwandmengen pro
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Hektar, artspezifische biologische Wirkung, Verhinderung von Resistenzen, gute Ab-
baubarkeit sowie geringe Auswaschbarkeit in verschiedenen Böden, geringe Human-
und Ökotoxizität, gute Formulierbarkeit mit Kombinationspartnern, gutes Preis-
Leistungsverhältnis) sehr zeit- und kostenintensiv. So wird im Durchschnitt von
15.000 untersuchten Substanzen nach 11 Jahren und Kosten von 290 Millionen DM
ohne die Kosten für die Produktionsanlage eine Substanz von der BBA als Pflanzen-
schutzmittel zugelassen (König 1990 b; Meinert und Mittnacht 1992; Anonym 1998 b,
1998 c; Fiedl 1998; Pflüger 1998; Industrieverband Agrar 1999 a, 1999 b;
Abb. 3. 11). Verzögert sich die Zulassung um nur eine Wachstumsperiode, entgeht
dem betroffenen Unternehmen ein Gewinn von 10 Millionen DM (Anonym 1998 c).
Bei einem Produkt, das weltweit verkauft werden soll, ist allein mit Zulassungskosten
von 80 Millionen DM zu rechnen (Pflüger 1998). Die Zulassung eines Pflanzen-
schutzmittels gilt höchstens 10 Jahre und kann jederzeit widerrufen werden. Nach
Ablauf der Zulassungszeit ist eine erneute Prüfung und Zulassung erforderlich
(Pflanzenschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland vom 14. Mai 1998 § 16 und
§ 16 a).
Abb. 3. 11 Zeit- und Entwicklungskosten für ein Pflanzenschutzmittel
(Industrieverband Agrar 1999 a, 1999 b)
Für Abnehmer geringer Mengen Pflanzenschutzmittel (z. B. die Gartenbauwirtschaft)
lohnt die Entwicklung und Zulassung in der Regel nicht (Rothenburger und Quarrell-
Reichle 1998).
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Durch gezielten Einsatz, gute Diagnoseverfahren, moderne Ausbringungstechniken
und effektive Wirkstoffe sind die eingesetzten Wirkstoffmengen in den EU-Ländern
rückläufig (Anonym 1998 d).
Immer häufiger auftretende Resistenzen gegen die eingesetzten Mittel stellen ein
großes Problem dar (Fugmann et al. 1991).
Natürliche Pflanzenschutzwirkstoffe, die zwar zum Teil eine sehr hohe Spezifität ha-
ben, sind meistens nicht in ausreichenden Mengen verfügbar oder sie sind unbe-
ständig gegen Licht und Luft. Häufig ist ihre Struktur zu komplex und zu teuer für ei-
ne synthetische Herstellung. Daher verwundert es nicht, daß diese Substanzen bis-
her nur in kleinen Nischenmärkten z. B. bei Pheromonen zu finden sind (Fugmann et
al. 1991, 1992).
Ein immer größer werdenes Problem stellt die gesellschaftliche Akzeptanz des che-
mischen Pflanzenschutzes dar, der nach Einschätzung durch die öffentliche Meinung
in Bezug auf die ökologischen Nachteile und Risiken ein kritisches Maß erreicht hat
(Fugmann et al. 1991).
In jüngster Zeit wird in einigen Ländern der EU eine Abgabe auf Pflanzenschutzmittel
erhoben. In Dänemark (seit 1996), Schweden (seit 1995), Finnland, den Niederlan-
den, Belgien und Frankreich (seit 2000) ist die differenzierte Besteuerung der Pflan-
zenschutzmittel je nach Toxizität der enthaltenen Mittel bereits eingeführt, in Groß-
britannien ist sie in Planung (Anonym 1999 a, 1999 b; Preusse 2000). Der Wirkstoff
Aldicarb (s. o.) wird dabei besonders hoch besteuert (Preusse 2000).
Bei all den Problemen mit Nematiziden verwundert es nicht, daß eine Neuentwick-
lung dieser Art von Pflanzenschutzmittel eher fraglich erscheint (Brown und Kerry
1987). Zur Eindämmung des Nematodenbefalls von Kulturpflanzen werden daher
andere Methoden diskutiert und gefordert (Wyss und Voß 1986; Stirling 1988 a; de
Haan 1998; Stirling 1991, 1992; Kerry 1993, 1995; Bridge 1996; Kerry und Evans
1996; Kerry und Jaffee 1997; Kerry 1998).
3. 6. 2 Kulturtechnische Maßnahmen
Die einfachste Maßnahme, die Vermehrung des Zuckerrübennematoden zu unter-
binden, ist der Anbau der Rüben in einer weiten Fruchtfolge. Optimale Fruchtfolgen
lassen sich in der Praxis aufgrund technischer, arbeitswirtschaftlicher, markt- und
betriebswirtschaftlicher Gegebenheiten jedoch selten einhalten (Heinicke 1990; Mei-
nert und Mittnacht 1992).
Wie häufig die Zuckerrübe angebaut werden kann, richtet sich nach dem Nemato-
denbefall des Bodens (s. Tab. 3. 4). Auch wenn keine Wirtspflanze angebaut wird,
kommt es zu einem spontanen Schlupf eines Teils der Larven, die dann aber ihren
3 Stand des Wissens
34
Entwicklungszyklus nicht fortsetzen können (s. 3. 4). Auf diese Weise reduziert sich
der Befall im Boden. Der Bekämpfungserfolg hängt jedoch stark von der Bodentem-
peratur ab, da der Schlupfreiz der Nematoden erst bei Temperaturen oberhalb von
8 °C ausgelöst wird (Windt und Koch 1998).
Die Bekämpfung durch den Anbau resistenter Ölrettich- oder Senfsorten (Heinicke
1990; Thomas und Meyer 1995) oder den Anbau von Feindpflanzen (z. B. Tagetes-
Arten) im Rahmen der Flächenstillegung oder als Zwischenfrucht gestaltet sich zu-
nehmend schwieriger. Die Wintergerste wird vielerorts immer mehr aus der Frucht-
folge verdrängt. Stattdessen werden Stoppelweizen oder Hybridroggen angebaut.
Dadurch verspätet sich die Aussaat der Zwischenfrucht um zwei bis drei Wochen.
Die verbleibende Vegetationszeit bzw. die für ein Schlüpfen der Nematodenlarven
benötigte Bodentemperatur reicht dann oft nicht mehr für eine befriedigende Be-
kämpfung aus. Die Nutzung der Flächenstillegung spielt ferner beim derzeitigen
Stillegungssatz eher eine untergeordnete Rolle (Tralle und Blumenberg 1998).
Beim Anbau resistenter Ölrettich- oder Senfsorten ist zu beachten, daß ein Be-
kämpfungserfolg stark von abiotischen Faktoren wie z. B. der Temperatur abhängt.
Die große genetische Variabilität des Saatgutes resultiert in einzelnen anfälligen
Pflanzen, die eine wirkungsvolle Entseuchung verhindern (Steudel und Müller 1981;
Müller und Steudel 1982; Steudel et al. 1985). Ein vorbeugender Anbau ist daher
nicht zu empfehlen, da geringe Populationen sogar vermehrt werden können (Hei-
nicke 1990).
Physikalische Bekämpfungsmaßnahmen wie z. B. Überflutung, Bodensolarisation
oder das Dämpfen seien hier nur erwähnt, da ein Bekämpfungserfolg häufig gering
ist oder nur mit sehr hohem Aufwand zu erreichen ist (Decker 1969; Hege und Roß
1972; Bridge 1987; Brown 1987; Meinert und Mittnacht 1992; Hoffmann et al. 1994;
Bridge 1996; Whitehead 1998).
3. 6. 3 Nematodenresistente Kulturpflanzen
Resistente Kulturpflanzen unterdrücken die Vermehrung des Nematoden, während
tolerante Pflanzen weniger geschädigt werden und daher auch unter Befall stabile
Erträge bringen. Resistenz und Toleranz sind unterschiedliche Eigenschaften der
Pflanze, die in der Regel unabhängig voneinander durch spezifische Gene vererbt
werden. Im Gegensatz zum praktischen Landwirt, der von einer resistenten Kultur-
pflanze erwartet, daß diese trotz Anwesenheit des Schädlings keinen Schaden erlei-
det, bezeichnen Nematologen mit Resistenz eine Eigenschaft, die die Fortpflanzung
einer bestimmten Nematodenart begrenzt (Müller 1998).
Bei der sehr bedeutenden Kulturpflanze Sojabohne, deren Anbau von großen Ne-
matodenproblemen begleitet ist (s. 3. 3), hat man schon früh nematodenresistente
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Sorten gezüchtet (z. B. Ross und Brim 1957). Zahlreiche weitere Sorten unterstrei-
chen die intensiven Bemühungen um die Lösung des Problems (Ross und Brim
1966; Hartwig und Epps 1978; Anand et al. 1985). Die Züchtung und der Anbau der
resistenten Sorten führten jedoch nur zu einem kurzfristigen Erfolg, da es durch ei-
nen starken Selektionsdruck auf die Nematodenpopulation schnell zur Überwindung
der Resistenz kam (Young und Hartwig 1988). Im folgenden wurde daher der paral-
lele Anbau resistenter und nicht resistenter Sorten intensiv untersucht (z. B. Anand
et al. 1995). Als Kompromiß soll dabei durch die nicht resistenten Sojapflanzen der
Selektionsdruck verringert werden, während die resistenten Pflanzen den Ertrag si-
chern.
Während in Frankreich erste Zuckerrübensorten mit Resistenz gegen Heterodera
schachtii bereits 1996 auf dem Markt eingeführt wurden, hat in Deutschland das
Bundessortenamt erst 1998 mit „Nematop“ des Züchters Hilleshög die erste Sorte
zugelassen. Bei dieser Sorte wurde durch klassische Züchtungsarbeit die in der
Wildrübe Beta procumbens gefundene Resistenz in vorhandene Sorten eingekreuzt.
Durch intensive Züchtungsarbeit konnten die naturgemäß mit übertragenen, uner-
wünschten Eigenschaften weitgehend eliminiert werden. Bedauerlicherweise ist ge-
rade bei der Zuckerrübe die Resistenz nicht mit einer Toleranz gegenüber einem
Nematodenbefall verbunden, so daß zwar die Vermehrung des Nematoden unter-
drückt wird, eine Schädigung der Pflanzen aber dennoch auftritt. Die eingekreuzte
Resistenz führt dazu, daß die Nährzellen (Syncytien, s. 3. 4) nicht die für die Ent-
wicklung der Weibchen erforderliche Größe erreichen, so daß fast ausschließlich
Männchen entstehen. Der hohe Preis des resistenten Saatguts macht einen Anbau
nur bei sehr extremem Befall sinnvoll. Ein Problem besteht zusätzlich im häufig ver-
gesellschafteten Auftreten von Nematoden und der virösen Wurzelbärtigkeit (Rizo-
mania), da die nematodenresistenten Sorten nicht gegen Rizomania tolerant sind
und umgekehrt (Jung 1998; Tralle und Blumenberg 1998; Müller 1998).
Auch die Gentechnik eröffnet für die Züchter neue Möglichkeiten, nachdem nach
Identifikation des Resistenzgens Hs1pro-1 gegen Heterodera schachtii zukünftig das
gezielte Einkreuzen der Resistenz in vorhandene leistungsfähige Zuckerrübensorten
möglich ist (Jung 1997; Kleine et al. 1997; Jung und Wyss 1999). Problematisch ist
allerdings die geringe gesellschaftliche Akzeptanz gentechnischer Arbeitsmethoden
(Anonym 1997; Tappeser 1997).
Die aus Wildrüben eingekreuzten Resistenzgene wirken zwar sehr spezifisch, kön-
nen aber durch entsprechende Virulenzgene der Nematoden überwunden werden.
Es ist daher schon bevor nematodenresistente Zuckerrübensorten überhaupt richtig
zur Verfügung stehen abzusehen, daß die Resistenz gegen Heterodera schachtii nur
begrenzte Zeit genutzt werden kann. Es wird daher der Aufbau einer Resistenz auf
breiterer Basis gefordert, die auch Toleranz kodierende Gene mit einschließt, obwohl
hier die methodischen Möglichkeiten noch völlig fehlen (Müller 1992, 1998).
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3. 6. 4 Biologische Nematodenbekämpfung
3. 6. 4. 1 Biologische Schädlingsbekämpfung
Die biologische Schädlingsbekämpfung ist definiert als die „gesteuerte Nutzung von
Organismen (und Viren) und deren Leistung zum Schutz von Pflanze und Tier (ein-
schließlich des Menschen) gegenüber biotischen und abiotischen Schadfaktoren“
(Krieg und Franz 1989).
Durch ein gestiegenes Umweltbewußtsein gewinnt die biologische Schädlingsbe-
kämpfung als Teil des integrierten Pflanzenschutzes (s. 3. 5) immer stärker an Be-
deutung. Wurden z. B. 1980 nur wenige Nützlinge kommerziell produziert, so wird
bei einem jährlichen Wachstum von 30 % um 2000 bereits ein Markt von 1 Milliarde
US Dollar vorausgesagt (Lloyd-Evans und Barfoot 1996; Engelberth 1997). Das US
Landwirtschaftsministerium geht davon aus, daß biologische Produkte eines Tages
bis zu 10 % des gesamten Pflanzenschutzmittelmarktes ausmachen (Gorman 1992).
Das Biocontrol of Plant Diseases Laboratory (BPDL, Beltsville, USA) des US Land-
wirtschaftsministeriums führt eine ständig aktualisierte Liste aller derzeit erhältlichen
kommerziellen biologischen Schädlingsbekämpfungsmittel mit Angabe des verwen-
deten Antagonisten, des Schädlings, der betroffenen Kulturpflanze, der Art der For-
mulierung, der Anwendung und des Herstellers. Die Liste kann z. B. im Internet ein-
gesehen werden (http://www.barc.usda.gov/psi/bpdl/bpdlprod/bioprod.html).
In Deutschland müssen alle Pflanzenschutzmittel vor ihrer Zulassung geprüft wer-
den. Auf internationaler Ebene führt auch die Arbeitsgruppe „Pflanzenschutzmittel
und Nutzorganismen“ der International Organisation for Biological Control (IOBC)
Untersuchungen durch.
Tab. 3. 4 zeigt Vor- und Nachteile der Anwendung von Nützlingen zur biologischen
Schädlingsbekämpfung (Engelberth 1997).
Die größte Bedeutung unter den mikrobiologischen Pflanzenschutzmitteln hat der
Bacillus thuringiensis. Seine weltweite Jahresproduktion wird auf 3.000 bis 4.000 t
geschätzt, was einer behandelten Fläche von über 4 Millionen Hektar entspricht (En-
gelberth 1997). B. t.-Präparate wirken gegen viele Insekten. Die relativ unempfindli-
chen Sporen von B. t. enthalten einen Proteinkristall, der sich nach oraler Aufnahme
der Spore durch das Insekt auflöst und die Insektendarmwand paralysiert. Anschlie-
ßend keimen die Sporen in der Körperhöhle (Krieg und Franz 1989). Es sind jedoch
schon erste Resistenzen gegen B. t. aufgetreten, die auch dadurch gefördert wer-
den, daß Kulturpflanzen mit Hilfe gentechnischer Methoden mit dem B. t.-Gen zur
Produktion des Proteinkristalls ausgestattet und damit gegen Insektenbefall ge-
schützt werden (Weiden 1997; Anonym 1998 e; Anonym 1999 c).
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Tab. 3. 4 Vor- und Nachteile der Anwendung von Nutzorganismen zur biologi-
schen Schädlingsbekämpfung (Engelberth/Auswertungs- und Informa-
tionsdienst für Ernährung, Landwirtschaft und Forsten (aid) e.V. 1997)
Vorteile Nachteile
• Hohe Wirksamkeit bei sachgemäßer Anwen-
dung
• Keine Rückstände an Pflanzen und Erntegut
• Schonung vorhandener Nutzorganismen, bio-
logische Verfahren sind selektiv
• Keine Gefahr von Resistenzbildung
• Die Ausbringung ist leicht durchführbar und
benötigt keine komplizierten Geräte
• Die Ernte ist jederzeit möglich und erfordert
keine Wartezeiten wie bei chemischen Pflan-
zenschutzmitteln
• Keine einschränkenden Auflagen, wie z. B.
Randzonen, Gewässerschutz, Wasserschutz-
gebiete usw.
• Eine Kombination mit weiteren biologischen
ertragsfördernden Maßnahmen ist möglich
• Mangelde Kenntnisse über die Biologie von
Schadorganismen und Nutzorganismen kön-
nen die Ursache von Fehlschlägen sein
• Notwendige Kontrolle der Bestände zur Fest-
stellung des Befallsbeginns sind aufwendig
• Der Kostenaufwand ist häufig höher als bei der
Anwendung chemischer Pflanzenschutzmittel
• Einige Nutzorganismen können extreme Be-
dingungen nicht tolerieren
• Die Kombination der Anwendung von Nutzor-
ganismen mit chemischen Maßnahmen ist
häufig schwierig
3. 6. 4. 2 Nematophage Pilze
Bereits 1888 beschrieb der deutsche Botaniker Wilhelm Zopf das Fangen von Ne-
matoden durch den Hyphomyceten Arthrobotrys oligospora, der zu diesem Zweck
netzartige Schlingen ausbildet. Dieser Beobachtung wurde jedoch als wissenschaftli-
che Kuriosität lange Zeit kaum Aufmerksamkeit gewidmet, bis Charles Drechsler in
den USA ab 1930 mit der tiefgründigen und systematischen Bearbeitung dieser Pilz-
gruppe begann.
Aufgrund der hohen Wirtsspezifität und dem obligaten Parasitismus hat man schon
früh Versuche unternommen, nematophage Pilze zur Eindämmung der pflanzenpa-
rasitären Nematoden zu verwenden und die Parasit-Wirt-Beziehungen jeweils näher
zu untersuchen.
Nematophage Pilze kommen sehr häufig in natürlichen Böden, in Ackerböden und in
verrottendem organischen Material vor (Barron 1977; Dowe 1987; Krieg und Franz
1989; Rubner und Bernitzky 1992).
Die nematophagen Pilze können nach ihrer Art, Nematoden anzugreifen, in räuberi-
sche Pilze und endoparasitäre Pilze eingeteilt werden (z. B. Barron 1977; Dowe
1987; Rubner und Bernitzky 1992), wobei bei genauer Betrachtung des Tötungsme-
chanismus die Grenze zwischen den beiden Gruppen fließend ist. Wainwright (1995)
stellt daneben noch Pilze, die die unbeweglichen Nematodeneier und Weibchen pa-
rasitieren.
Die Mehrheit der nematophagen Pilze befällt im Boden Nematoden in beweglichen
Entwicklungsstadien (Larven und frei lebende adulte Nematoden).
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Es sind etwa 150 Arten dieser nematophagen Pilze an beweglichen Nematodensta-
dien bekannt, von denen etwa 100 Arten räuberisch und etwa 50 Arten endoparasi-
tär leben (Dürschner 1983; Dürschner und Weischer 1983; Wyss und Voß 1986;
Dowe 1987; Alam 1990).
Die räuberischen oder nematodenfangenden Pilze sind mit speziellen Fangorga-
nen ausgestattet, mit deren Hilfe sie die Nematoden festhalten und penetrieren
(Abb. 3. 12). Innerhalb des Pilzsystems lassen sie sich den Klassen Zygomycetes,
Basidiomycetes und Deuteromycetes zuordnen (Dowe 1987).
Abb. 3. 12 Fangorgane räuberischer Pilze.
(nach Barron 1977; Dowe 1987, verändert)
Die einfachsten Fangorgane sind vegetative Hyphen, die ganz oder teilweise mit ei-
ner klebrigen Substanz überzogen sind (z. B. bei den Arten Tridentaria implicans
oder Triposporina aphanopaga).
Etwas aufwendiger sind klebrige Fangfortsätze gestaltet, die z. B. in der Gattung
Dactylella oder Monacrosporium vorkommen (Abb. 3. 12 a)
Klebrige Fangknoten sitzen entweder direkt auf den Hyphen (Abb. 3. 12 b, d), oder
auf einem Stiel (Abb. 3. 12 c). Durch Aneinanderreihung mehrerer Fangknoten kön-
nen einfache Netze und Ringe entstehen. Als Beispiel für die Ausbildung klebriger
Fangknoten seinen Pilze der Gattung Monacrosporium genannt.
Nicht klebrig sind die kontrahierbaren (Abb. 3. 12 h) und nicht kontrahierbaren Fan-
gringe (Abb. 3. 12 e), in denen sich die Nematoden verfangen. Die Ringe reißen
beim Befreiungsversuch des Nematoden ab und werden bis zu dessen Tötung mit-
geschleppt. Angeregt durch den Nematoden, dehnen sich die Zellen der kontrahier-
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baren Ringe stark aus und erdrosseln den Nematoden. Die Fangringe kommen nur
bei den Deuteromycetes vor, z. B. bei Monacrosporium oder Arthrobotrys.
Den effektivsten Fangmechanismus stellen die klebrigen Fangnetze dar, die eben-
falls nur bei den Deuteromycetes vorkommen. Beispiele für Vertreter stammen z. B.
aus den Gattungen Arthrobotrys, Dactylaria oder Monacrosporium. Die Fangnetze
können eine einfache Leiterstruktur (Abb. 3. 12 f) oder ein kompliziertes dreidimen-
sionales Netzwerk (Abb. 3. 12 g) bilden (Decker 1969; Barron 1977; Dürschner 1983;
Dürschner und Weischer 1983; Dowe 1987; Gray 1988; Alam 1990; Wyss und Voß
1996).
Die Bildung der Fangorgane wird durch viele Faktoren beeinflußt. Neben Umwelt-
faktoren wie z. B. Feuchtigkeit, Temperatur, pH oder Nährstoffversorgung spielt auch
die Anwesenheit von Nematoden eine Rolle. Kohlendioxid kann nach Meinung eini-
ger Autoren anziehend auf Nematoden wirken und die Fallenbildung auslösen. Ähn-
liches wurde auch von organischem Material wie z. B. Blutserum, Regenwurmextrakt
oder Dungextrakten beobachtet. Karotinoiden Pigmenten, Terpenen oder Gerbsäu-
ren/Tanninen wird ebenfalls eine Wirkung zugeschrieben (Lysek und Nordbring-
Hertz 1983; Dowe 1987; Gray 1988; Krieg und Franz 1989). In manchen Fällen kann
die Bildung der Fangorgane von der Art der verfügbaren Nährstoffe abhängen. Be-
reits 1968 fand Cooke, daß ein Überangebot von organischem Material im Boden
(überwiegend Kohlenstoffquellen) und ein Mangel an Stickstoffverbindungen zur
vermehrten Fangorganbildung führen. Eine ähnliche Abhängigkeit vom Nährstoffan-
gebot im Boden beschreiben auch Rubner und Bernitzky (1982).
Nach dem Fangen des Nematoden kommt es zu einer Erkennungsreaktion in Form
einer Lektin-Kohlenhydrat-Bindung. Die Nematodenkutikula enthält das Kohlenhydrat
N-Acetyl-Galactosamin, das sich mit einem Protein (Lektin) in der Klebsubstanz der
Fangorgane verbindet. Diese Bindung gibt wahrscheinlich das Signal zur weiteren
Parasitierung (Mankau 1980 a, 1980 b; Wyss und Voss 1986; Dowe 1987; Nord-
bring-Hertz 1988; Jansson und Nordbring-Hertz 1988; Lysek und Nordbring-Hertz
1988; Dackmann et al. 1992; Tunlid et al. 1992; Mier und Roth 1997).
Von der Kontakstelle dringen die Pilze sehr schnell mit Hilfe sogenannter Penetrati-
onshyphen durch die Nematodenkutikula in den Nematodenkörper ein. Ob das
Durchdringen der Nematodenkutikula mechanisch und/oder enzymatisch erfolgt, ist
noch nicht bekannt. Im Innern des Nematoden bildet sich ein knotenförmiger Infekti-
onsbulbus, von dem aus Ernährungshyphen den ganzen Nematodenkörper durch-
ziehen. Der Nematode ist zu diesem Zeitpunkt bereits abgetötet. Enzymatisch wird
das ganze Körperinnere des Nematoden verdaut. Der Pilz nutzt die aufgenommenen
Nährstoffe für das weitere Hyphenwachstum oder die Bildung von Konidien bzw.
Dauersporen (Chlamydosporen). Zurück bleibt die leere, unverdauliche Nematoden-
hülle.
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Die räuberische Aktivität einzelner Pilzarten steht im Zusammenhang mit seinen sa-
prophytischen Fähigkeiten. Sie ist um so größer, je schlechter der Pilz saprophytisch
im Boden überleben kann (Decker 1969; Barron 1977; Goldstein et al. 1980; Jans-
son und Nordbring-Hertz 1980; Mankau 1980 a, 1980 b; Lysek und Nordbring-Hertz
1983; Wyss und Voß 1986; Dowe 1987; Gray 1988; Nordbring-Hertz 1988; Jansson
und Nordbring-Hertz 1988; Dackmann et al. 1992; Tunlid et al. 1992; Mier und Roth
1997).
Den räuberischen Pilzen sehr ähnlich, aber weniger intensiv untersucht, sind die
endoparasitären Pilze, die ihren Nematodenwirt mit Hilfe spezieller Sporen infizie-
ren. Endoparasitäre Pilze finden sich innerhalb der Klasse der einfachen Chytri-
diomycetes ebenso wie unter den Oomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes und
den hoch entwickelten Basidiomycetes. Die Konidien dieser taxonomisch sehr hete-
rogenen Pilzgruppe sind meist wesentlich kleiner und schlanker als die der räuberi-
schen Arten. Sie können daher nur relativ wenige Reservestoffe speichern, deren
Energie nur zur Schaffung einer neuen Startbasis im Wirtstier ausreicht. Endopara-
sitäre Pilze bilden im Gegensatz zu den räuberischen häufig kein Myzel im Boden
(Dowe 1987).
Insgesamt kommen vier Infektionsarten endoparasitärer Pilze an beweglichen Ne-
matodenstadien vor:
Bei der oralen Aufnahme nicht klebriger Infektionssporen erfolgt die Infektion passiv
bei der Nahrungsaufnahme. Als Beispiel für diesen Infektionsweg ist Harposporium
anguillulae zu nennen. Da die Sporen das enge Lumen des Mundstachels mundsta-
cheltragender bzw. phytopathogener Nematoden nicht passieren können, stellen sie
für diese Nematoden auch keine Gefahr dar.
Auf ähnliche Weise wie bei den Fangorganen der räuberischen Pilze erfolgt die In-
fektion durch klebrige Sporen bei den endoparasitären Pilzen. Bei diesem am häu-
figsten unter den endoparasitären Pilzen auftretenden Infektionsmechanismus wer-
den klebrige Sporen gebildet, die bei Kontakt mit den wandernden Nematoden im
Boden an der Nematodenkutikula haften bleiben und einen Keimschlauch in den
Nematodenkörper treiben. Auch der in dieser Arbeit verwendete Pilz Hirsutella
rhossiliensis gehört in diese Gruppe (s. 3. 7).
Bestimmte niedere endoparasitäre Pilze wie z. B. Pilze der Gattung Catenaria oder
Myzocytium bewegen sich mit Hilfe von begeißelten Schwärmsporen (Zoosporen)
einem chemischen Gradienten der Nematodenexsudate folgend auf die Nematoden
zu, enzystieren an der Nematodenkutikula und durchdringen sie.
Bestimmte Pilzarten der Gattung Haptoglossa bilden Injektionssporen, die bei Berüh-
rung mit Nematoden in weniger als einer Sekunde ihren infektiösen Plasmainhalt
durch die Nematodenkutikula in den Nematodenkörper schießen.
Neben den räuberischen und den endoparasitären Pilzen, die bewegliche Nemato-
denstadien befallen, gibt es auch solche, die die unbeweglichen Eier und Weibchen
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infizieren. Da sie nur von untergeordneter Bedeutung sind, seien hier nur Verticillium
lecanii und V. chlamydosporium als Eiparasiten und Catenaria auxiliaris und Nema-
tophthora gynophila als Parasiten von Weibchen genannt (Decker 1969; Barron
1977; Goldstein et al. 1980; Jansson und Nordbring-Hertz 1980; Kerry 1980; Mankau
1980 a, 1980 b; Dürschner 1983; Dürschner und Weischer 1983; Lysek und Nord-
bring-Hertz 1983; Jatala 1986; Wyss und Voß 1986; Dowe 1987; Gray 1988; Kerry
1988; Nordbring-Hertz 1988; Jansson und Nordbring-Hertz 1988; Alam 1990; Sa-
xena et al. 1991; Stirling 1991; Dackmann et al. 1992; Tunlid et al. 1992; Dijksterhuis
et al. 1994; Mier und Roth 1997).
3. 6. 4. 3 Einsatz von Pilzen zur Nematodenbekämpfung
Obwohl die nematophagen Pilze nach ihrer Entdeckung anfangs als wissenschaftli-
che Kuriosität abgetan wurden (s. 3. 7. 4. 2), hat man schon früh Versuche unter-
nommen, diese Pilze zur Bekämpfung von Nematoden einzusetzen. Die potentielle
Möglichkeit eines Einsatzes der nematophagen Pilze zur biologischen Nematoden-
bekämpfung wird bis heute immer wieder herausgestellt.
Die ersten Versuche wurden 1937 von Linford et al. auf Hawaii und 1941 von Rou-
baud in Paris durchgeführt. Das erste kommerzielle Produkt („Royal 350“) bestand
aus myzelierten Roggenkörnern von Arthrobotrys irregularis und wurde 1977/78 zwar
mit einem gewissen Erfolg zur Bekämpfung von Meloidogyne spp. an Tomaten in
Südfrankreich eingesetzt, die erforderliche Aufwandmenge war jedoch viel zu hoch.
Ein anderes Produkt („Royal 300“) enthielt Arthrobotrys robusta und diente zur Be-
kämpfung des in Champignonkulturen vorkommenden Nematoden Ditylenchus my-
celiophagus. Eine generelle gute Wirkung haben aber beide Produkte nie bewiesen
(Cayrol und Frankowski 1980; Müller und Zimmermann 1985; Krieg und Franz 1989).
Hauptproblem beim Einsatz nematophager Pilze ist neben der Anzucht und der er-
folgreichen Etablierung im Boden die Wirkungssicherheit der Pilze. Die Verringerung
des Nematodenbefalls schwankt sehr stark und gelingt selten bis unter die Scha-
densschwelle (Kerry 1987; Stirling 1988 a, 1991; Sikora 1992 b; Kerry 1990 a, 1998;
Kerry und Hominick 1999).
Bereits die Anzucht und Massenproduktion der nematophagen Pilze bereitet häufig
große Probleme. Die wirksamsten Pilze sind die obligaten Parasiten, die sich nur
schwer oder garnicht auf künstlichen Medien anziehen lassen. Da eine Vergröße-
rung der saprophytischen Fähigkeiten in der Regel mit einer Verringerung des anta-
gonistischen Potentials einhergeht, lassen sich ausgerechnet die Pilze auf künstli-
chen Medien in Massen gut anziehen, deren Wirkung nicht garantiert und starken
Schwankungen unterworfen ist (Dürschner 1983; Mankau 1980 b; Jatala 1986; Wyss
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und Voß 1986; Dowe 1987; Kerry 1989, 1990 b; Stirling 1991; Kerry 1993; Kerry und
Hominick 1999).
Grund für die ausbleibende Wirkung der nematophagen Pilze ist häufig, daß die frei-
en, ungeschützten Organismen sich nicht in den Boden einführen lassen und sich
dort auch nicht etablieren. Diese Verhinderung des Pilzwachstums durch endogene
oder exogene Faktoren wird als Fungistasis bezeichnet (Aust et al. 1993). Stoff-
wechselprodukte der bereits vorhandenen Organismen und die Konkurrenz um
Nährstoffe im Boden tragen zur Fungistasis bei (Cooke 1964; Wyss und Voß 1986;
Dowe 1987; Kerry 1987; Stirling 1988 a, 1991; Kerry 1993;).
Zwar können auch Substrate zusammen mit den nematophagen Pilzen in den Boden
eingearbeitet werden, die dem Pilz zum einen eine gute Nährstoffbasis bieten, je-
doch auch das Wachstum der bereits etablierten Mikroorganismen fördern. Als
schwache Saprophyten können sich die nematophagen Pilze dann in Gegenwart der
noch gestärkten Konkurrenz nicht etablieren (Stirling 1988 a; Kerry 1989; Stirling
1991; Kerry 1993; Stirling et al. 1998 a; Kerry und Hominick 1999).
Bisher fehlen für die erfolgreiche Applikation nematophager Pilze geeignete Formu-
lierungstechniken und Formulierungen, die neben dem Schutz der Pilze auch deren
Lagerung und kontrollierte Freisetzung ermöglichen, weshalb zur Zeit auch keine
wirksamen Präparate auf dem Markt sind (Kerry 1987; Stirling 1988 a, 1991; Sikora
1992 a; Stirling und Mani 1995; Kerry und Evans 1996; Siddiqui und Mahmood 1996;
Patel 1998; Stirling und Smith 1998; Stirling et al. 1998 a; Whitehead 1998).
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3. 7 Der nematophage Pilz Hirsutella rhossiliensis
Trotz der großen Probleme beim Einsatz nematophager Pilze (s. 3. 5. 5. 2) wird eini-
gen Spezies dennoch das Potential zu einer erfolgreichen biologischen Nematoden-
bekämpfung zugeschrieben (Dowe 1987; Jaffee und Muldoon 1997; Davies 1998).
Zu diesen Organismen gehört auch der erst 1980 von Minter und Brady beschriebe-
ne und im gleichen Jahr von Sturhan und Schneider als Nematodenparasit erkannte
Hyphomycet Hirsutella rhossiliensis (Deuteromycota). Sturhan und Schneider (1980)
beschreiben den Pilz zwar als Hirsutella heteroderae, dieser ist aber identisch mit
Hirsutella rhossiliensis (Jaffee und Muldoon 1989).
Der ubiquitäre Pilz H. rhossiliensis parasitiert eine Vielzahl pflanzenparasitärer Ne-
matoden, hauptsächlich aber Nematoden der Gattung Heterodera und verschiedene
Meloidogyne-Arten, die gerade in den gemäßigten Breiten zu großen Schäden an
Kulturpflanzen führen. Nicht als Wirte geeignet sind Dorylaimiden und Plectiden
(s. 3. 3; Sturhan und Schneider 1980; Jaffee und Zehr 1982; Jaffee et al. 1989; Vel-
vis und Kamp 1995; Cayrol et al. 1986; Dowe 1987).
Der sehr einfache Lebenszyklus von H. rhossiliensis ist nur auf das Parasitieren von
Nematoden ausgerichtet. Ferner sind ausschließlich ungeschlechtliche Stadien be-
kannt (Jaffee et al. 1990; Jaffee und Muldoon 1997). Die Pathogenität verschiedener
Isolate ist sehr ähnlich (Tedford et al. 1994). Im Gegensatz zu Jaffee und Zehr
(1985) ist H. rhossiliensis kein obligater Parasit, da er sich auf Grund seiner schwa-
chen saprophytischen Fähigkeiten auch auf künstlichen Medien anziehen läßt (Stur-
han und Schneider 1980; Patel 1998; s. u.).
Abb. 3. 13 Morphologie von Hirsutella rhossiliensis (1 Konidien, 2 Phialiden, 3 Hy-
phen; Minter und Brady 1980).
Die Morphologie von H. rhossiliensis ist in Abb. 3.13 gezeigt. Die hyalinen Hyphen
des Luftmyzels (3) sind etwa 2,5 bis 4 µm breit. Von den Hyphen (3) stehen im
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rechten Winkel die flaschenförmigen Phialiden (2) ab, die an ihrer Spitze ovale bis
ellipsoide Konidiosporen (1) tragen. Die Konidiosporen werden nur vom Luftmyzel
gebildet, bei der Anzucht in Flüssigkultur fehlen sie. Die klebrigen Sporen haften bei
Berührung eines Nematoden an dessen Kutikula und werden durch die weitere
Wanderungsbewegung des Nematoden von den Phialiden abgelöst. Innerhalb von
zwölf Stunden wächst aus der Spore ein Keimschlauch in den Körper des Nemato-
den. Es bildet sich ein Infektionsbulbus, von dem aus schon sehr schnell Assimilati-
onshyphen den ganzen Nematodenkörper durchziehen, was nach spätestens drei
Tagen zum Tod des Nematoden führt. Der Pilz bricht nach Assimilation des gesam-
ten Körperinnern an mehreren Stellen aus dem Nematoden aus und bildet wieder
neues Myzel mit Phialiden und Sporen im Boden. Zurück bleibt die leere Nemato-
denhülle (Minter und Brady 1980; Sturhan und Schneider 1980; Kerry und Jaffee
1997).
Die für eine Nematodenbekämpfung wichtige Sporulation des Pilzes findet bei Tem-
peraturen zwischen 10 und 25 °C und einem pH-Wert zwischen 5,5 und 7,0 statt
(Jaffee und Zehr 1983). Die Sporulation ist ferner abhängig von der Textur und
Feuchte des Bodens (McInnis und Jaffee 1989; Jaffee et al. 1990; Tedford et al.
1992). Die Sporen haften nicht spezifisch an der Nematodenkutikula, sondern auch
an Glas, Plastik oder Bodenpartikeln (McInnis und Jaffee 1989). Abgelöste Sporen
keimen zwar aus, die gebildeten Hyphen sind jedoch nicht lange lebensfähig (Jaffee
und Zehr 1985; McInnis und Jaffee 1989; Velvis und Kamp 1995). Da die Sporen
sehr empfindlich und nach dem Ablösen von den Phialiden nicht mehr infektiös sind,
ist ein Einsatz einer Formulierung mit Sporen wie bei dem Dauersporenbildner Verti-
cillium chlamydosporium nicht möglich (Kerry et al. 1993).
Für einen Einsatz muß H. rhossiliensis in den Boden eingebracht und etabliert wer-
den, damit im Boden gebildetes Myzel und Phialiden mit infektiösen Sporen vorhan-
den sind. Als schwachem Saprophyten sollten dem Pilz in der bereits geforderten
Formulierung Nährstoffe mitgegeben werden, die nur H. rhossiliensis zur Verfügung
stehen (s. 3. 6. 4. 3).
Erste Versuche zum Einsatz von in Calciumalginat-Kugeln verkapseltem H. rhossili-
ensis wurden bereits durchgeführt, zeigten aber auch die unter 3. 6. 4. 3 bereits er-
wähnten Probleme (Lackey et al. 1993; Jaffee und Muldoon 1995; Jaffee et al. 1995,
1996).
Die Anzucht von H. rhossiliensis wurde bisher wenig systematisch untersucht, alle
Autoren verwendeten in der Regel Vollmedien, meist unter Zusatz von Hefeextrakt.
Fermentationen mit H. rhossiliensis wurden noch nicht durchgeführt. Sturhan und
Schneider stellten 1980 fest, daß sich der Pilz auf künstlichen Komplexmedien zwar
anziehen läßt, aber auf Grund seiner schwachen saprophytischen Fähigkeiten nur
ein sehr langsames Wachstum zeigt. Aus dem Jahr 1959 existieren von McLoed
zwei ältere Arbeiten zur Ernährung der Gattung Hirsutella. Die erste Arbeit (McLoed
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1959 a) beschäftigt sich mit grundlegenden Fragen von Medienzusammensetzungen
und der erforderlichen Größe des Inokulums. Dabei wurde festgestellt, daß anorga-
nische Stickstoffquellen wie z. B. Kaliumnitrat (KNO3) oder Ammoniumnitrat
(NH4NO3) nicht zur Anzucht geeignet sind. Das erste für eine Anzucht mit guten
Ausbeuten geeignete Flüssigmedium enthielt 1,5 % (w/w) Hefeextrakt, 2 % (w/w)
Glucose und hatte einen pH-Wert von 6,0. Für die Größe des Inokulums werden
0,4 % (w/w) TS angegeben, wobei ausdrücklich darauf hingewiesen wird, daß die
Größe des Inokulums kaum Einfluß auf die Ausbeute hat, sondern nur das anfängli-
che Wachstum beeinflußt. Genauere Untersuchungen der Ansprüche an die Stick-
stoffquelle zeigten, daß auch die Aminosäuren L-Glutaminsäure, L-Tyrosin, D,L-
Asparaginsäure, L-Prolin, L-Arginin, L-Leucin und D,L-α-Alanin zur Anzucht geeignet
sind (McLoed 1959 b). Eine mit Hefeextrakt vergleichbare Ausbeute wurde jedoch
nur bei einer um acht Tage verlängerten Anzucht (insgesamt 20 Tage) und dem
achtfachen Inokulum erreicht. Der Autor vermutet, daß im Hefeextrakt neben essen-
tiellen Stickstoffquellen wichtige Wachstumsfaktoren enthalten sind, die durch das
große Inokulum aus der Vorkultur in das neue Medium mit überführt werden. In wei-
teren Versuchen hat McLeod gezeigt, daß die Ausbeute auch von der Beschaffen-
heit des Inokulums abhängt. Kulturen, die mit feinem Myzel und kleinen Pellets
angeimpft wurden, zeigten bessere Wachtumsverläufe als Kulturen, deren Inokulum
aus großen Pilzpellets bestand.
Für die Anzuchttemperatur werden für verschiedene H. rhossiliensis-Isolate in der
Literatur Optima zwischen 20 und 25 °C angegeben, während bei 30 °C bereits kein
Wachstum mehr festgestellt werden kann, der pH-Wert liegt in der Regel ungefähr
im neutralen Bereich bis leicht sauren Bereich (Jaffee und Zehr 1985; Tedford et al.
1995; Velvis und Kamp 1996).
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3. 8 Trocknung und Konservierung von Mikroorganismen
Auf die Bedeutung der Formulierung wurde bereits unter 3. 1 hingewiesen. Die For-
mulierung sollte darüber hinaus auch die Konservierung und Lagerung der empfind-
lichen Organismen ermöglichen (Stirling 1988 a, 1991; Stirling und Mani 1995).
Für den Einsatz nematophager Pilze zur biologischen Nematodenbekämpfung soll-
ten die Präparate in der landwirtschaftlichen Praxis bei Raumtemperatur einige Mo-
nate lagerfähig sein, die Konservierung sollte möglichst preiswert durch Trocknung
erfolgen.
Eine Konservierung und Lagerung von Organismen ist jedoch nur möglich, wenn
diese ihren Zellstoffwechsel reversibel auf ein geringstes Maß reduziert haben (An-
abiose). Eine spezielle Form der Anabiose stellt die Anhydrobiose dar, bei der Zell-
stoffwechsel durch das Fehlen von Wasser unterbunden wird (Crowe und Crowe
1992; Lievense und van’t Riet 1994). Wasser dient in allen Organismen zur Auf-
rechterhaltung der Konformation und Funktion von Proteinen und Lipiden. Dies ge-
schieht durch die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Was-
sermolekülen und polaren Seitengruppen. Wasser dient weiterhin zum Aufbau des
Zellturgors, ist Lösungsmittel für die Stoffwechseledukte und -produkte und nimmt
selber an vielen Reaktionen teil, besonders an Kondensationen und Hydrolysen (Pirt
1975).
Ohne das lebensnotwendige Wasser können zahlreiche Schäden an den Zellen auf-
treten (Roser 1991; Crowe und Crowe 1992; Potts 1994):
Wesentlicher Bestandteil einer Zelle sind ihre Membranen. Sie sorgen für die Ab-
grenzung der Zelle nach außen und die Kompartimentierung innerer Zellorganellen
wie Mitochondrien oder Liposomen. Die Membran dient dabei als Permeabilitätsbar-
riere und hält die wesentlichen Stoffwechseledukte und -produkte am Ort ihrer Um-
setzung zurück. Die Membran besteht aus einer 4 bis 5 µm dicken Doppelschicht
amphipolarer Lipide. Die Kopfregion der Lipide besitzt hydrophile Eigenschaften,
während die Schwanzregion der Lipide aus hydrophoben Acylresten langkettiger
Fettsäuren besteht. Aufgrund hydrophober Wechselwirkungen lagern sich die
Schwanzregionen der Lipidmoleküle zusammen und schirmen sich vom wäßrigen
Zellmilieu ab. Da die Fettsäureketten jedoch nicht vollständig gesättigt sind, sind die
Moleküle nicht linear, sondern weisen im Bereich der Doppelbindungen jeweils einen
Knick von 30 Grad auf, was dazu führt, daß sich die Ketten nicht in gestreckter Form
eng aneinander lagern und in die kristalline Phase übergehen können. Die Membra-
nen verbleiben in einer flüssig-kristallinen Phase. Unterstützt wird dieser Zustand
durch die starke Hydratisierung der polaren Kopfregionen der Moleküle, die auch für
die Trennung unterschiedlicher Membranen sorgt. Fehlt dieses Wasser, kommt es
zum regellosen Agglomerieren und Kristallisieren der Lipide, wobei sich auch unter-
schiedliche Membranen zusammenlagern und irreversibel geschädigt werden.
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Bei einer Trocknung von Zellen wird auch den Proteinen und Enzymen das struktur-
gebende Wasser (s. o.) entzogen, was in der Regel zu einer irreversiblen Schädi-
gung und einem Verlust ihrer Funktionsfähigkeit führt. Solche Konformationsände-
rungen sind z. B. für die irreversible Ausbildung neuer Disulfidbrücken verantwortlich.
Neben den Membranen, den Proteinen und Enzymen ist auch das Genom von einer
Schädigung durch Austrocknung bedroht. Auch hier fehlt das strukturgebende Was-
ser (s. o.), was zum Brechen von Nukleinsäureketten führen kann. Reduktions- und
Oxidationsreaktionen, Alkylierungen und Cross-Linking können ebenfalls zu erhebli-
chen Mutationen führen, zumal auch die Reparaturmechanismen in Folge der Aus-
trocknung nicht mehr funktionieren.
Eine weitere Gefahr für die Zellen besteht im Verlauf der Austrocknung durch die
Aufkonzentrierung der in der Zelle gelösten Substanzen und Salze, die dadurch toxi-
sche Konzentrationen erreichen können.
Eine Möglichkeit, Zellen vor Schäden durch Austrocknung zu schützen, stammt aus
der Natur selber. Beobachtungen an Organismen, die eine Austrocknung problemlos
überleben, haben gezeigt, daß diese Zellen bei fortschreitender Anhydrobiose zum
Ersatz des strukturgebenden Wassers das Disaccharid Trehalose akkumulieren. Bei
höheren Pflanzen wurde statt Trehalose auch Saccharose gefunden (Csonka 1989;
Green und Angell 1989; Roser 1991; Crowe und Crowe 1992; Potts 1994; Leslie et
al. 1995).
Neben dem Zusatz von Trehalose kann die Überlebensrate auch durch Aktivkohle,
die aufkonzentrierte toxische Substanzen aus den Zellen und reaktive Sauerstoffra-
dikale adsorbiert, Magermilch, Honig, Inosit oder Prolin erhöht werden. Eine langsa-
me Trocknung bei Raumtemperatur unter vermindertem Druck und die Lagerung in
Abwesenheit von Sauerstoff erhöhen zusätzlich die Überlebensraten. Eine Rest-
feuchtigkeit von etwa 5 % gewährleistet, daß auch ohne Zusätze die Konformation
biologischer Makromoleküle erhalten bleibt, da den Zellen noch genügend Wasser
zur Stabilisierung von Makromolekülen zur Verfügung steht (Hoffmann 1999).
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4 Material und Methoden
4. 1 Verwendete Materialien
4. 1. 1 Sulfoethylcellulose (SEC)
Die in dieser Arbeit zur Verkapselung des nematophagen Pilzes Hirsutella rhossili-
ens verwendeten Polyelektrolyt-Hohlkugeln werden durch Eintropfen einer Lösung
eines Polyanions in die Lösung eines Polykations gebildet (Symplex-Fällung). Als
Polyanion wurde in dieser Arbeit Sulfoethylcellulose (SEC) verwendet (Abb. 4. 1).
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Abb. 4. 1. Strukturformel von Sulfoethylcellulose (Kettenausschnitt).
Technische SEC wurde als Natriumsalz von Fa. Wolff Walsrode (Bomlitz) zur Verfü-
gung gestellt (Tab. 4. 1).
Tab. 4. 1. Physikalische Daten der verwendeten SEC (Thielking, 1998).
Substituti-
onsgrad
Viskosität1) Grenzvisko-
sitätszahl2)
Mittlere
Molmasse3)
gewichtete
Molmasse3)
Feuchte
mPa  s ml  g-1 g  mol-1 g  mol-1 %
0,42 1.860 419 132.600 765.900 4,6
1) Viskosität einer 2 %igen wäßrigen Lösung bei 20 °C und 2,55 s-1.
2) Grenzviskositätszahl bei 25 °C in 0,1 molarer NaNO3-Lösung. (Charakteristische Kenngröße für
gelöste Polymere, die die durch Extrapolation der Konzentration des Polymers gegen Null ermittel-
ten Viskositätszahl (Staudinger-Index) darstellt.)
3) Bestimmt durch Größenausschlußchromatographie gegen Pullan.
Der feingeflockte Feststoff wurde in der entsprechenden Menge deion. Wasser unter
Rühren (300 UpM) in ca. 24 h gelöst. Der jeweils für die Versuche gewünschte pH-
Wert (meistens pH 6,0) wurde anschließend mit 2,5 molarer Natronlauge bzw. Salz-
säure eingestellt.
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4. 1. 2 Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC)
Als kationische Bestandteile für den Polyelektrolytkomplex wurden technisches Poly-
diallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC, Abb. 4. 2) oder Chitosan (4. 1. 3) ver-
wendet.
N+
N+N+
N+
Cl -
Cl -
Cl -
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n
Abb. 4. 2 Strukturformel von Polydiallyldimethylammoniumchlorid
(Kettenausschnitt).
PDADMAC Nr. 1 ist das Produkt Praestol 187 K der Fa. Stockhausen GmbH & Co.
KG (Krefeld), Hersteller des PDADMAC Nr. 2 (Magnafloc 368) ist Fa. Allied Colloids
GmbH (Hamburg) (Tab. 4. 2).
Tab. 4. 2  Physikalische Daten der verwendeten PDADMACs (Thielking, 1998).
Nr.
Aktivgehalt Grenzvisko-
sitätszahl1)
mittlere
Molmasse2)
gewichtete
Molmasse2)
% ml  g-1 g  mol-1 g  mol-1
1 40,4 78,22 34.500 112.900
2 91,8 161,98 60.800 357.300
1) Grenzviskositätszahl bei 25 °C in 0,1 molarer NaNO3-Lösung.
2) Bestimmt durch Größenausschlußchromatographie gegen Pullan.
Zur Herstellung der Lösungen wurde der Feststoff in der entsprechenden Menge
deion. Wasser unter Rühren (300 UpM) gelöst (Nr. 1) bzw. die konzentrierte Lösung
mit der entsprechenden Menge deionisiertem Wasser unter Rühren (300 UpM) ver-
dünnt (Nr. 2). Der pH-Wert wurde mit 2,5 molarer Natronlauge bzw. Salzsäure auf
3,5 eingestellt. Die Lösungen von PDADMAC Nr. 2 wurden zur Abtrennung unlösli-
cher Bestandteile bei 10 mbar durch einen Schwarzbandfilter abgenutscht.
Zur Herstellung von Pilzkapseln (s. 4. 7) wurde ausschließlich PDADMAC Nr. 1 ver-
wendet.
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4. 1. 3 Chitosan
Neben PDADMAC (4. 1. 2) wurde auch Chitosan (Poly-[β-(1,4)-2amino-2-desoxy-D-
glucopyranose], Abb. 4. 3) als Polykation verwendet. Sowohl das technische Chito-
san Nr. 1 (Tab. 4. 3) als auch das lebensmittelgeeignete Chitosan Nr. 2 (Tab. 4. 4)
stammte von Fa. Primex Ingredients AS Avaldnes, Norwegen.
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Abb. 4. 3 Strukturformel von Chitosan (Kettenausschnitt).
Zur Herstellung der Lösungen wurde der Feststoff in der entsprechenden Menge
1 %iger Essigsäure unter Rühren (300 - 1100 UpM) gelöst und zur Abtrennung un-
löslicher Bestandteile bei 10 mbar durch einen Schwarzbandfilter abgenutscht.
Bei der Kapselherstellung aus SEC und Chitosan wurden die pH-Werte beider Lö-
sungen, falls nicht anders angegeben, mit 2,5 molarer Natronlauge bzw. Salzsäure
auf pH 3,5 eingestellt.
Tab. 4. 3 Physikalische Daten und Herstellerangaben des verwendeten Chitosan
Nr. 1.
Hersteller Fa.  Primex Ingredients AS, Avaldnes,
Norwegen
Produkt Fine grade chitosan made from fresh
shrimp shells
Charge TM 578
Trockensubstanz 96,0 %
Aschegehalt 0,1 %
Deacetylierungsgrad 87,7 %
Löslichkeit (in 1 %iger Essigsäure)  99,9 %
Viskosität1) (in 1 %iger Essigsäure)     33 mPas
mittlere Molmasse2) 6.000 g  mol-1
Gewichtete Molmasse2) 9.000 g  mol-1
Recovery3) 74 %
1) Brookfield LVT Viskosimeter bei 25  °C und 30 UpM gemessen.
2) Bestimmt durch Größenausschlußchromatographie gegen Pullan (Thielking 1998).
3) Bezeichnet die Wiederfindungsrate nach der Messung. Niedrige Wiederfindungsraten erge-
ben sich durch Verunreinigungen (Thielking 1998).
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Tab. 4. 4 Herstellerangaben zum Chitosan Nr. 2.
Hersteller Fa.  Primex Ingredients AS, Avaldnes,
Norwegen
Produkt Chitosan Food Grade 85
Charge BN 353
Trockensubstanz 91,6 %
Aschegehalt 0,3 %
Deacetylierungsgrad 88,0 %
Löslichkeit (in 1 %iger Essigsäure)  > 98 %
Viskosität1) (in 1 %iger Essigsäure)     32 mPas
1) Brookfield LVT Viskosimeter bei 25  °C und 30 UpM gemessen.
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4. 2 Optimierung der mechanischen Stabilität
Zur Herstellung der Kapseln wurden jeweils 10 ml der wäßrigen Polyanionenlösung
(SEC, ggf. mit Zusätzen) mit Hilfe einer Spritze und einer Kanüle (∅ 1,2 mm) bei
Raumtemperatur in 200 ml der entsprechenden wäßrigen Lösung des Polykations
(PDADMAC oder Chitosan) getropft. Für die Vernetzerlösung wurde ein 250 ml Be-
cherglas (hohe Form) verwendet. Die Rührgeschwindigkeit (Länge des Rührkerns
2,5 cm) betrug in Abhängigkeit von der Viskosität der Polykationenlösung ca. 150 –
1100 UpM (meist 300 – 700 UpM). Die Fallhöhe zwischen Kanülenspitze und der
Oberfläche des Vernetzerbades wurde durch Einspannen der Spritze in ein Stativ
auf 10 cm eingestellt.
Die Vernetzungsdauer, d. h. die Zeit, die die Kugeln nach dem vollständigen Ein-
tropfen der Polyanionenlösung noch im Vernetzterbad bleiben, ist für die Stabilität
von großem Einfluß. Bei langer Verweilzeit in der Vernetzerlösung beginnen die
Kapseln in den meisten Fällen zu schrumpfen. Wie Vorversuche gezeigt haben, be-
sitzen die Kugeln kurz vor dem Schrumpfungsbeginn ihre höchste Stabilität. Deshalb
verblieben die Kugeln im Vernetzerbad bis sich die Schrumpfung andeutete, jedoch
maximal 60 Minuten, wenn keine Schrumpfung erfolgte.
Nach dem Abtrennen mit einem Metallsieb (Maschenweite 500 µm) wurden die Ku-
geln ca. 5 Minuten in 200 ml deionisiertem Wasser bzw. 0,9 %iger NaCl-Lösung ge-
waschen. Anschließend wurden die Kugeln bis zur Messung der mechanischen Kap-
selstabilität (s. 4. 3) bei 8 °C in 50 ml deion. Wasser oder 0,9 %iger (physiologischer)
NaCl-Lösung gelagert.
Zur Herstellung größerer Kapselmengen und von Kapseln verschiedener Größe
wurde die Polyanionenlösung mit einer Eintropfapparatur (Eigenbau, Abb. 4. 9,
4. 6. 2) eingetropft.
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4. 3 Messung der mechanischen Kapselstabilität
Als Maß für die mechanische Stabilität einer Kapsel wurde die Kraft verwendet, die
aufgewendet werden muß, um die Kugel zum Zerplatzen zu bringen. Dazu wurden
die Hohlkugeln mit einem Metallspatel auf einem Stempel bis zum Platzen zusam-
mengedrückt (Abb. 4. 4). Der Stempel ist mit einer Kraftmeßdose (K) verbunden, die
die Meßwerte über einen Meßwertverstärker auf einem Schreiber ausgibt. Die Meß-
bereiche lagen je nach mechanischer Stabilität der Hohlkugeln zwischen 500 mV
und 5 V. Die Papiervorschubsgeschwindigkeit wurde auf 6 cm/min eingestellt.
A F
Meß-
verstärkerK
b
Abb. 4. 4 Bestimmung der mechanischen Kapselstabilität
(K Kraftmeßdose, F Kraft).
Zum Kalibrieren der Meßapparatur wurde durch Auflegen eines Gewichtes (z. B.
200 g) der Zusammenhang zwischen der vom Schreiber aufgezeichneten Spannung
und der auf den Stempel wirkenden Kraft (F) hergestellt. Eine Kalibrierung erfolgte
sowohl bei jeder Inbetriebnahme als auch bei jedem Wechsel des Meßbereichs.
Die mechanische Stabilität der Hohlkugeln wurde für die jeweilige Kapselsorte nach
24stündiger Lagerung in der entsprechenden Lagerungslösung gemessen. Die Ku-
geln wurden in der entsprechenden Lagerungslösung zur Meßapparatur gebracht,
dort mit einem Spatel zum Entfernen der anhaftenden Lagerungslösung auf ein Pa-
piertuch gelegt und dann nacheinander auf dem Stempel mit einem Metallspatel zum
Platzen gebracht. Aus der vom Schreiber aufgezeichneten Spannung wurde die auf-
gebrachte Kraft ermittelt. Von jeder Kapselsorte wurde die mechanische Stabilität
von ca. 10-15 Kapseln gemessen.
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Die mechanischen Stabilitäten wurden gemittelt und die Standard-Abweichung be-
stimmt:
( )
( )1nn
xxn
22
−
−
=
∑∑
σ (4. 1)
σ = Standardabweichung
n = Anzahl der Meßwerte
x = Meßwert
Die Standardabweichung stellt die Wendepunkte der Gauß‘schen Normalvertei-
lungskurve dar. 68 % der gemessenen mechanischen Kapselstabilitäten liegen dabei
im Intervall 2 ⋅ σ.
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4. 4 Anzucht von Hirsutella rhossiliensis
4. 4. 1 Isolierung und Stammhaltung
Der nematophage Pilz Hirsutella rhossiliensis wurde 1985 an der Biologischen Bun-
desanstalt (BBA) am Institut für Nematologie und Wirbeltierkunde in Münster aus in-
fizierten Larven des phytopathogenen Nematoden Heterodera schachtii isoliert. Die
Nematodenlarven stammten aus Bodenproben, die Freiland-Kleinparzellen entnom-
men wurden, auf denen zuvor nematodenanfällige Zuckerrübensorten angebaut
wurden (Müller 1985). Die Isolierung des Pilzes erfolgte nach der „Sprinkling
Technique“ (Barron 1977), bei der die feingesiebten Bodenproben auf mit oberflä-
chensterilisierten H. schachtii Larven inokulierten Wasseragarplatten verteilt wurden,
oder nach der „Zentrifugationsmethode“ (Dürschner 1983; Dürschner und Weischer
1983), bei der die Pilzsporen mit Wasser aus der Bodenprobe ausgewaschen und
zentrifugiert wurden, bevor auch sie auf entsprechend inokulierte Wasseragarplatten
verteilt wurden. Mit H. rhossiliensis infizierte H. schachtii Larven wurden auf neue
Wasseragarplatten ausgelegt und der auswachsende Pilz durch Ausstanzen mit ei-
nem Korkbohrer erneut überführt.
Um eine eventuelle Abnahme der Pathogenität durch häufiges Überimpfen auf
künstliche Medien zu unterbinden, wurde der Pilz zweimal im Jahr auf mit
H. schachtii Larven inokulierte Wasseragarplatten überführt und der auswachsende
Pilz reisoliert (Gutberlet 2000).
Alle Medien in dieser Arbeit wurden unter Verwendung von deion. Wasser mit einer
Restleitfähigkeit < 5 µS angesetzt.
Für die Stammhaltung von H. rhossiliensis wurde in dieser Arbeit ein modifizierter
Glucose-Nutrient-Agar (GNA) verwendet (Tab. 4. 5).
Tab. 4. 5 Zusammensetzung des Glucose-Nutrient-Agars (GNA).
Medienbestandteil % (w/w)
Glucose 2
Hefeextrakt 1,5
Agar-Agar 1,5
Streptomycin 0,0025
Penicillin 0,0025
deion. Wasser 94,995
Für 20 Petrischalen (∅ 85 mm, mit Nocken) wurden in einer 1 l-Flasche 7,5 g granu-
lierter Hefeextrakt (Merck, Darmstadt) und 7,5 g Agar-Agar (Merck, Darmstadt) in
385 g deionisiertem Wasser gelöst und mit 2,5 M Natronlauge auf pH 6 eingestellt.
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Die Glucose wurde getrennt autoklaviert und als 10 %-ige Lösung zugegeben (10 g
Glucose in 90 g deionisiertem Wasser).
Nach dem Autoklavieren und Abkühlen auf ca. 40 °C bzw. vor dem Gießen wurde
1 ml einer Antibiotika-Stammlösung (0,125 g Penicillin G und 0,125 g Streptomycin-
sulfat (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in 10 ml deion. Wasser) durch eine mit Sterilfilter
(0,22 µm) versehene Spritze hinzugefügt. Penicillin und Streptomycin wurden in
Konzentrationen von je 25 ppm (25 µg/ml) zugesetzt, um das Wachstum von Bakte-
rien zu unterbinden. Penicillin wirkt durch Induktion eines ungeregelten Längen- und
Dickenwachstums bei wachsenden Zellen, hauptsächlich auf Gram-positive Bakteri-
en (Staphylo-, Pneumokokken), aber auch auf viele Gram-negative (Gono-, Me-
ningokokken, Enterobacteriaceen). Viele, von Penicillin nicht abgetötete säurefeste
und Gram-negative Bakterien, werden von Streptomycin am Wachstum gehindert
(Schlegel 1985).
Beim Beimpfen der Nährböden wurde mit der Kolbenhubpipette jeweils ein Tropfen
des Inokulums (s. 4. 4. 4) in die Mitte der Petrischale gegeben und bei Bedarf mit ei-
nem Drigalski-Spatel verteilt. Die Petrischalen wurden mit Laborfilm verschlossen.
Für Auswachsversuche mit den Pilzkapseln (s. 4. 8) wurde Wasser-Agar verwendet,
für Kontaminationskontrollen bei der Verkapselung (s. 4. 7) Standard I-Nähragar
(Merck, Darmstadt; 18,5 g + 481,5 g deion. Wasser) ohne Zusatz von Antibiotika.
4. 4. 2 Bestimmung der Wachstumsparameter
Zur Optimierung der Anzucht von H. rhossiliensis war zuerst die Ermittlung der
grundlegenden Wachstumsansprüche wie Temperatur, pH-Wert und wichtiger Me-
dienbestandteile erforderlich, da sie von dem in dieser Arbeit verwendeten Isolat bis-
her nicht genau bekannt waren (s. 3. 7).
Zur Ermittlung des Temperaturanspruchs wurden aus der Wachstumszone einer gut
mit Pilz bewachsenen GN-Agarplatte (s. 4. 4. 1) mit einem Korkbohrer 25 Agarstück-
chen (∅ 5 mm) ausgestanzt und auf GN-Agar ausgelegt.
Die Agarplatten wurden 35 Tage bei einer Temperatur von 10, 15, 20, 25, 30 oder
35 °C inkubiert (s. 5. 2. 1, Abb. 5. 12 und 5. 13).
Für die Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurde GN-Agar mit einem pH-Wert
von 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 verwendet (s. 5. 2. 1, Abb. 5. 12 und 5. 15).
Etwa alle zwei bis drei Tage wurde mit einer Stereolupe (Stereomikroskop SV8, Carl
Zeiss, Oberkochen) der Durchmesser des kreisförmig auswachsenden Myzels ge-
messen. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich über 35 Tage (s. 4. 8).
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4. 4. 3 Medienoptimierung
Die Versuche zur Optimierung des Mediums wurden sowohl auf Festmedien als
auch in Flüssigkulturen durchgeführt.
Für die Versuche auf Festmedium wurden 25 aus mit Pilz bewachsenem GN-Agar
(s. 4. 4. 1) ausgestanzte Agarstückchen (∅ 5 mm) auf Medium der gewünschten Zu-
sammensetzung ausgelegt (Tab. 4. 6 und 4. 7), die Platten bei 20 °C und etwa 75 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und das Auswachsverhalten über 35 Tage beob-
achtet (s. 4. 8).
Tab. 4. 6 Modifizierter GN-Agar (pH 6, s. 5. 2. 2, Abb. 5. 14).
% (w/w)Medien-
bestandteil GN-Agar 1 2 3 4 5
KH2PO4 0,10 - - 0,10 - -
MgSO4 ⋅ 7 H2O 0,05 - - - 0,05 -
KCl 0,05 - - - - 0,05
Hefeextrakt 1,50 1,50 3,00 1,50 1,50 1,50
Agar-Agar 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Glucose 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Saccharose 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
deion. Wasser 94,80 95,00 93,50 94,90 94,95 94,95
Tab. 4. 7 Medium zur Untersuchung des Einflußes von Glutamat und Hefeextrakt
(pH 6, s. Abb. 5. 2. 2, Abb. 5. 17).
% (w/w)Medien-
bestandteil 1 2 3 4 5 6 7
Hefeextrakt 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 -
Glutamat - 0,5 1,0 2,0 3,0 1,0 1,0
Agar-Agar 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Glucose 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
deion. Wasser 96,0 95,5 95,0 94,0 93,0 95,4 95,5
Für die Versuche zum Einfluß von PDADMAC auf das Pilzwachstum (s. 5. 2. 2,
Abb. 5. 15) wurde Agar mit 2 % (w/w) Glucose, 0,5 % (w/w) Hefeextrakt und 1, 2
oder 3 % (w/w) PDADMAC Nr. 1 verwendet.
Die Optimierungsversuche in Schüttelkulturen wurden in verschiedenen Flüssigme-
dien (Tab. 4. 8 und 4. 9) entsprechend 4. 4. 4 durchgeführt. Zur Bewertung des
Pilzwachstums in diesen Medien diente die nach 4. 5. 4. 3 ermittelte Biotrockenma-
sse.
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Tab. 4. 8 Zusammensetzung verschiedener Flüssigmedien (pH 6, s. Abb. 5. 2. 2,
Abb. 5. 17)
% (w/w)Medien-
bestandteil 1 2 3 4 5
Multivitaminmischung - - - - 1
Hefeextrakt 0,5 0,5 0,5 0,2 -
Glutaminsäure - - - 1 1
Mes-NaOH-Puffer 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Saccharose 2 - - - -
Glucose - 2 3 2 2
Deion. Wasser 96,7 96,7 95,7 96 95,2
Tab. 4. 9 Untersuchung verschiedener technischer Medien (pH 6, s. Abb. 5. 2. 2,
Abb. 5. 17)
% (w/w)Medien-
bestandteil 1 2 3 4 5 6
Glucose 2 2 - - - -
Yeast Extract 0,5 - - - - -
Maisquellwasser (50 %) - 12,5 12,5 - - -
Bäckerhefe - - - 0,25 0,5 0,5
Kartoffelmehl - - - 1,71 3,42 1,71
MES-NaOH-Puffer 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
K2HPO4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
deion. Wasser 97 85 87 97,54 95,58 97,39
Die Durchführung der Versuche zur Optimierung des Kapselmediums ist unter 4. 7
angegeben.
4. 4. 4 Anzucht in Schüttelkultur
Die Anzucht und Bereitstellung ausreichender Mengen Biomasse von H. rhossilien-
sis für die Verkapselungsversuche und zur Inokulation der Fermenter erfolgte in dem
nach 4. 4. 3 optimierten Flüssigmedium (Tab. 4. 10).
Für eine 500 ml Flüssigkultur (1 l-Kulturkolben ohne bzw. mit drei Schikanen und
Wattestopfen) wurden 2,5 g Hefeextrakt und 2 g MES-NaOH-Puffer in 395,5 g deio-
nisiertes Wasser gegeben und mit 2,5 M Natronlauge auf pH 6,0 eingestellt. Ge-
trennt davon wurden 10 g Glucose in 90 g deionisiertem Wasser gelöst. Beide Lö-
sungen wurden separat autoklaviert. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wur-
den die Lösungen zusammengegeben. Anschließend wurde 1 ml der Antibiotika-
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Stammlösung (s. 4. 4. 1) durch eine mit Sterilfilter (0,22 µm) versehene Spritze zu-
gegeben und die Kultur angeimpft.
Tab. 4. 10 Flüssigmedium zur Schüttelkolbenanzucht (pH 6,0).
Medienbestandteil % (w/w)
Glucose 2,0
Hefeextrakt 0,5
MES-NaOH-Puffer 0,4
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,1
Penicillin 0,0025
Streptomycin 0,0025
deion. Wasser 96,595
Zum Animpfen wurde entweder bei 5 °C oder – 20 °C gelagerte Biomasse oder auf
GN-Agar angezogenes Pilzmyzel (s. 4. 4. 1) verwendet. Bei Verwendung von einge-
frorenem Pilz wurde die Biomasse über Nacht bei 5 °C aufgetaut.
Beim Einsatz feuchter Biomasse war es für die Anzucht von feinem Myzel von gro-
ßem Vorteil, wenn schon das Inokulum möglichst fein ist. Bei einem gröberen Ino-
kulum ist die Gefahr größer, daß der Pilz in Form von unerwünschten Pellets wächst.
Zum Animpfen von 10 Schüttelkulturen wurden etwa 10 g Biofeuchtmasse in 250 ml
des Flüssigmediums (Tab. 4. 10) suspendiert und auf einem Magnetrührer 30 min
bei 600 UpM gerührt. Dabei sollten Pilzpellets zerschlagen und das Pilzmyzel mög-
lichst fein im Medium verteilt werden. Zur Abtrennung verbliebener größerer Myzel-
bruchstücke wurde die Suspension anschließend mit einem Chemikalienlöffel durch
ein Sieb mit einer Maschenweite von 500 µm passiert. Die Suspension wurde direkt
als Inokulum verwendet, wobei zum Beimpfen einer 500 ml-Flüssigkultur 10 ml
dienten, die mit einer Kolbenhubpipette zugegeben wurden. Die Pipettenspitzen wa-
ren an ihrer Spitze verkürzt, um eine größere Öffnung freizugeben.
Wurde auf GN-Agar angezogenes Pilzmyzel (s. 4. 4. 1) zum Animpfen verwendet,
wurde mit einem sterilen Spatel Pilz von zwei gut bewachsenen Agarplatten abge-
kratzt und wie bei der ersten Variante in 250 ml Medium gerührt und durch ein Sieb
passiert. Auch hier wurden 10 ml je 500 ml-Schüttelkultur zugegeben.
Die Inkubation erfolgte bei 20 °C in einem temperierten Schüttelinkubator (Multitron,
Fa. Infors AG, Bottmingen, Schweiz). Um das anwachsende Pilzmyzel in den
Schüttelkolben nicht durch zu hohe Scherkräfte zu schädigen, wurden die Kulturen
bis zum vierten Tag bei 80 UpM geschüttelt und danach bei 120 UpM. Aus den Kul-
turen wurden täglich 5 ml Probe steril entnommen, unter dem Mikroskop (Phasen-
kontrastmikroskop Zeiss Axioplan mit Kamera MC 100, Carl Zeiss, Oberkochen) bei
1.000facher Vergrößerung auf Kontaminationen untersucht und mittels HPLC
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(s.  4. 5. 4. 1) oder Blutzuckerschnelltest (s. 4. 5. 4. 2) der Glucosegehalt des Medi-
ums bestimmt.
Nach 8 Tagen Inkubation wurde der Pilz geerntet. Dazu wurde die Biomasse unter
sterilen Bedingungen unter Membranpumenvakuum (zwischen 15 und 25 mbar) über
einem Schwarzbandfilter (Schleicher und Schüll, Düren) abgesaugt. Die Biomasse
wurde mit etwa 250 ml sterilem Leitungswasser gewaschen und in kleinen Portionen
in 100 ml-Flaschen bei 5 °C gelagert. Sollte die Biomasse länger als eine Woche
gelagert werden, wurde sie bei –20 °C eingefroren.
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4. 5 Fermentation von Hirsutella rhossiliensis
4. 5. 1 Aufbau und Vorbereitung
Die Fermentationen wurde im Fermentersystem Labfors (Infors AG Bottmingen,
Schweiz; Abb. 4. 5) durchgeführt. Ein angeschlossener PC mit der installierten Fer-
mentationssoftware IRIS NT 4.0 (Infors AG Bottmingen, Schweiz) diente zur Auf-
nahme der Meßwerte für die späteren Auswertungen (s. 4. 5. 3).
Abb. 4. 5 5 l - Fermentersystem Labfors (Infors AG Bottmingen, Schweiz).
Das Fermentationsgefäß besitzt ein Totalvolumen von 7,5 l und ein Arbeitsvolumen
von 5 l. Es handelt sich um einen Rührkesselfermenter mit einer zentralen Rührwelle
und zwei Scheibenrührern. Das Bedienpanell übernimmt alle Meß- und Regelungs-
aufgaben. Es besitzt ein per Menüführung gesteuertes Display, auf dem ständig Ist-
und Sollwert wichtiger Parameter (Rührerdrehzahl in UpM, Begasungsrate in l/min
oder in V/VM, Temperatur in °C, Sauerstoffpartialdruck in % und der pH-Wert) ange-
zeigt werden. Die unter dem Bedienpanell liegende Konsole besteht aus vier einzel-
nen Segmenten, in denen (von unten nach oben) ein Temperierungsmodul mit Hei-
zung und Wasserpumpe, ein Modul mit Versorgungsanschlüssen für Luft und Was-
ser, ein Signalverstärkermodul und ein Pumpenmodul mit vier Schlauchpumpen für
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Säure-, Lauge-, Antischaummittel- und Substratzugabe untergebracht sind. Das
Kulturgefäß ist von länglicher Geometrie (Abb. 4. 6).
Kennlängen
Höhe h1 / cm 30,0
Höhe h2 / cm 5,5
Durchmesser d1 / cm 15,0
Durchmesser d2 / cm 5,5
Verhältnis h1/d1 2,0
Verhältnis d2/d1 0,4
Verhältnis h2/d1 0,4
Totalvolumen / l 7,5
Arbeitsvolumen der
   Flüssigphase / L 5,0
Abb. 4. 6 Geometrie der Fermentationsgefäße.
Im Deckel sind um die zentrale Rührwelle mit dem durchstoßfreien Magnetrührwerk
eine pH-, eine pO2 und eine pT100-Elektrode angeordnet, die zur Temperaturmes-
sung dient. Alle Anschlüsse z. B. für die Probenahmevorrichtung, die Korrekturmittel-
zugabe oder den Abluftkühler sind ebenfalls im Gefäßdeckel untergebracht. Nicht
benötigte Durchführungen sind mit einem Stopfen verschlossen. Zur Vereinfachung
der Probenahme wurde eine im Eigenbau hergestellte Vorrichtung verwendet
(Abb. 4. 7).
Luer-Lock-Adapter
Dreiwegehahn
Sterilfilter
Probenahmeleitung
Inneres
Schraubgewinde
Dichtung
Äußeres
Schraubgewinde
Abb. 4. 7 Probenahmevorrichtung.
Alle Durchstöße, Gewinde, Dichtungen und auch der Dichtungsring zwischen Fer-
mentationsgefäß und Fermenterdeckel wurden vor dem Einsetzen abgetrocknet und
4. 5 Fermentation von Hirsutella rhossiliensis
63
mit Silikonfett behandelt. Für die Zuluft wurde ein Sterilfilter (0,2 µm, Sartorius AG,
Göttingen) verwendet, die alle drei Fermentationen ausgetauscht wurde. Da sich der
am Anfang verwendete Abluftfilter sehr schnell zusetzte, wurde die Abluft durch eine
Waschflasche mit 5 M Natronlauge geleitet, um Kontaminationen durch den Abluft-
schlauch zu vermeiden.
Mit der pH-Elektrode wurde vor jeder Fermentation eine Zweipunktkalibrierung mit
Puffern von pH 4 und pH 7 durchgeführt. Die Elektrode wurde nach jeder Fermenta-
tion zuerst 1 h mit Elektrodenreiniger (Pepsin/HCl, Mettler-Toledo GmbH, Gießen),
danach 1 h mit Diaphragmenreiniger (Thioharnstoff/HCl, Mettler-Toledo GmbH, Gie-
ßen) behandelt und anschließend in 3 M Kaliumchlorid-Lösung zur Regeneration
und Lagerung aufbewahrt.
Auch mit der pO2-Elektrode wurde eine Zweipunktkalibrierung durchgeführt. Dafür
wurde die Elektrode in ein im Lieferumfang enthaltenes Nullstromgel getaucht und
der ausgegebene Meßwert gleich 0 % gesetzt. Nach dem Autoklavieren des Medi-
ums und dem Anschluß aller Versorgungsleitungen der Konsole an das Fermentati-
onsgefäß wurde die pO2-Elektrode für mindestens fünf Stunden an der Stromversor-
gung im verwendeten Fermentationsmedium vorpolarisiert. In dieser Zeit wurde das
Medium auch auf die gewünschte Fermentationstemperatur von 20 °C temperiert.
Anschließend wurden der Fermenter angeimpft und die gewünschte Begasungsrate
und Rührerdrehzahl eingestellt. Nach Erreichen eines stabilen Meßsignals wurde der
nun ausgegebene Meßwert gleich 100 % gesetzt. Die Kalibrierung wurde vor jeder
Fermentation wiederholt.
Das Fermentationsmedium sollte sich in seiner Zusammensetzung nur geringfügig
vom Medium der Vorkultur unterscheiden, um die Adaptions- oder lag-Phase für den
Pilz möglichst kurz zu halten. Die gleiche Energie- und Kohlenstoffquelle, ähnliche
Nährstoff- und Salzkonzentrationen gewährleisten, daß die Zellen keine neuen En-
zyme synthetisieren müssen und daß nur wenige essentielle Zellinhaltsstoffe aus
den Zellen herausdiffundieren (Einsele et al. 1985).
Die Medien für die Fermentation und für die Vorkulturen weisen bis auf zwei Aus-
nahmen die gleiche Zusammensetzung auf (vgl. Tab. 4. 10 und 4. 11). Im Fermenter
kann auf die Zugabe des Puffers und der Antibiotika verzichtet werden. Außerdem
wurden statt 2 % (w/w) Glucose nur 1 % (w/w) eingesetzt, da es aufgrund der hohen
Viskosität der Kulturbrühe zum Ende der Fermentation hin nicht möglich war, die
Glucose auch nur annähernd aufzubrauchen.
Hefeextrakt und di-Kaliumhydrogenphosphat wurden eingewogen, in deion. Wasser
gelöst und 20 min bei 121 °C und 1 bar Überdruck direkt im Fermentationsgefäß mit
allen Einbauten in einem großen Autoklaven sterilisiert. Die Glucose wurde mit
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10 % (w/w) konzentriert angesetzt und getrennt autoklaviert. Sie wurde anschließend
aseptisch in eine Animpfflasche überführt und mit steriler Druckluft durch die Ernte-
leitung in das Fermentationsgefäß gedrückt.
Tab. 4. 11 Zusammensetzung des Fermentationsmediums (pH 6,0).
Medienbestandteil % (w/w)
Glucose 1,0
Hefeextrakt 0,5
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,1
deion. Wasser 98,4
Um die Bildung von Schaum (besonders bei hohen Leistungseinträgen in das Fer-
mentationsgefäß) zu verhindern, wurden dem Medium vor jeder Fermentation einige
Tropfen des Antischaummittels Struktol J673 (Schill und Seilacher, Hamburg) zuge-
setzt.
Vor den Fermentationen wurden am Bedienpanell die Sollwerte aller relevanten Pa-
rameter eingegeben bzw. kontrolliert.
4. 5. 2 Fermentation
Angeimpft wurde der gemäß 4. 5. 1 vorbereitete Fermenter mit Flüssigkulturen aus
dem Schüttelkolben (s. 4. 4. 4). Die Schüttelkulturen wurden sechs bis acht Tage in-
kubiert, aseptisch in eine Animpfflasche überführt und mit steriler Druckluft durch die
Ernteleitung (∅ 10 mm) in das Fermentationsgefäß gedrückt. Die Biotrockenmasse-
konzentration der Vorkulturen lag zwischen 4 und 5 g∙l-1. Das Volumen des Inoku-
lums wurde bei beiden Fermentereinheiten auf 10 % des Arbeitsvolumens (5,0 l)
eingestellt.
Nach dem Starten der Fermentation am Bedienpanell begann auch der angeschlos-
sene PC mit der Aufzeichnung der Meßwerte.
Um der Kultur eine kleine Probe mit Pilzmyzel zu entnehmen bzw. um die insgesamt
gebildete Biomasse zu ernten, wurde über das Bedienpanell kurzzeitig eine hohe
Begasungsrate von 1,6 V/VM eingestellt und die Abluftleitung abgeklemmt. Durch
den entstehenden Überdruck im Fermentationsgefäß konnte die Biomasse über die
Ernteleitung (∅ 10 mm) in geeignete Flaschen überführt werden. Kleine Probemen-
gen (z. B. für die Glucosebestimmung) konnten über das Probenahmeventil
(Abb. 4. 7) entnommen werden.
Die Fermentationsdauer lag zwischen 50 und 70 Stunden, sie wurde von der er-
reichten Biotrockenmassekonzentration und der Viskosität des Mediums bestimmt.
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Zur Pilzernte wurde bei hoher Begasungsrate und abgeklemmter Abluftleitung (s. o.)
die gesamte Kulturbrühe in sterile Flaschen überführt und unter der Cleanbench die
Biomasse unter Membranpumenvakuum (zwischen 15 und 25 mbar) über einen
Schwarzbandfilter (Schleicher und Schüll, Düren) abgesaugt. Die Biomasse wurde
mit sterilem Leitungswasser gewaschen und in kleinen Portionen in 100 ml-Flaschen
bei 5 °C gelagert (vgl. 4. 4. 4).
4. 5. 3 Berechnungen
Zur mathematischen Beschreibung der Fermentation von H. rhossiliensis soll in die-
ser Arbeit die Anwendbarkeit des Wachstumsmodells nach Monod geprüft werden.
Im Folgenden werden die dazu notwendigen Berechnungen abgeleitet und ihre Hin-
tergründe kurz erläutert.
Trägt man die während der Fermentation gebildete Zellmasse in halblogarithmi-
schem Maßstab gegen die Zeit auf, so erhält man die in Abb. 4. 8 dargestellte sig-
moidal verlaufende Wachstumskurve (Einsele et al. 1985; Dellweg 1987).
a b
Abb. 4. 8 Wachstumskurve (a) und spezifische Wachstumsrate (b)
(Einsele et al. 1985; Dellweg 1987).
Die Wachstumskurve ist in mehrere charakteristische Phasen unterteilt, die Adapti-
ons- oder lag-Phase (Abb. 4. 8 A), die Beschleunigungsphase (Abb. 4. 8 B), die ex-
ponentielle Wachstumsphase (Abb. 4. 8 C),  die Verzögerungsphase (Abb. 4. 8 D),
die stationäre Phase (Abb. 4. 8 E) und die Absterbephase (Abb. 4. 8 F).
In der Adpations- oder lag-Phase (Abb. 4. 8 A) stellt die Zelle ihren Metabolismus auf
die neue Nährstoffsituation um. Ihre Länge hängt z. B. davon ab, inwieweit sich die
angebotenen Nährstoffe von den vorherigen unterscheiden (s. 4. 5. 2), wird aber
auch vom Alter des Inokulums maßgeblich beeinflußt. Nach der Umstellung auf die
neue Nährstoffsituation beginnen die Zellen zu wachsen. Diese Beschleunigungs-
phase (Abb. 4. 8 B) geht nach kurzer Zeit in die exponentielle Wachstumsphase
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über (Abb. 4. 8 C), in der das Wachstum mit maximaler Wachstumsrate verläuft. Am
Ende dieser Phase verlangsamt sich das Zellwachstum. Verantwortlich dafür ist vor
allem der allmählich eintretende Nährstoffmangel und die infolge der hohen Viskosi-
tät limitierte Sauerstoffversorgung. Diese Verzögerungsphase (Abb. 4. 8 D) wird
schließlich abgelöst von der stationären Phase (Abb. 4. 8 F), in der zellinterne Re-
servestoffe verbraucht werden. Wachstum und Autolyse der Zellen halten sich zu
diesem Zeitpunkt noch die Waage. Überwiegt schließlich die Autolyse der Zellen, so
folgt der Verzögerungs- die Absterbephase, die durch eine Abnahme der Zellmasse
gekennzeichnet ist (Abb. 4. 8 F).
Eine quantitative mathematische Beschreibung des Pilzwachstums ist in der Regel
nur in der exponentiellen Wachstumsphase (Abb. 4. 8 C) möglich. Da für das
Wachstum von filamentösen Pilzen keine praktikablen Modelle vorliegen, wird hier
das Längenwachstum des Pilzmyzels in der gleichen Weise wie die Zellteilung (z. B.
bei Bakterien) oder die Sprossung (z. B. bei Bäckerhefe) behandelt (Berechnungs-
modell des ausgeglichenen Wachstums nach Monod). Dellweg (1987) weist jedoch
darauf hin, daß diese Ansätze strenggenommen nicht als gleichwertig anzusehen
sind.
Die allgemeine Differentialgleichung zur Beschreibung des Zellwachstums (z. B. bei
Bakterien) lautet:
X
dt
dX
⋅= µ (4. 2)
In dieser Gleichung steht X für die Zellmasse (mit der Einheit g∙l-1), t für die Zeit (mit
der Einheit s) und µ für die spezifische Wachstumsrate. dx/dt ist das Differential der
Zellmasse X. Es gibt die momentane Änderung der Zellmasse X mit der Zeit t an.
Diese Wachstumsrate besitzt die Einheit g∙l-1∙h-1. Damit ergibt sich für die spezifische
Wachstumsrate µ die Einheit h-1. Sie steigt nach Abschluß der Adaptionsphase, in
der sie den Wert 0 h-1 besitzt, in der Beschleunigungsphase rasch an und stagniert
in der stationären Phase auf einem konstanten Maximalwert (µmax). Der Wert von
µmax wird in erster Linie durch die physikalischen und chemischen Bedingungen wie
Temperatur, pH-Wert, Nährstoffart und Sauerstoff- und Stickstoffversorgung festge-
legt. Zur Bestimmung von µmax wird die Differentialgleichung durch Trennung der Va-
riablen integriert:
∫ ∫ ⋅= tdtdX maxµ (4. 3)
t
lnX
max ∆
∆
=µ (4. 4)
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Aus Gleichung 4. 4 folgt, daß die spezifische Wachstumsrate der ersten Ableitung
der in halblogarithmischem Maßstab dargestellten Wachstumskurve entspricht
(Dellweg 1987). Die Verdopplungszeit, d. h. die Zeit, in der sich die Zellmasse ver-
doppelt, ergibt sich zu:
max
d
2ln
t
µ
= (4. 5)
Nach Ablauf der exponentiellen Wachstumsphase fällt die spezifische Wachstums-
rate in der Verzögerungsphase wieder rasch ab und nimmt in der stationären Phase
wie in der Adaptionsphase den Wert 0 h-1 an.
Um die spezifische Wachstumsrate für das Wachstum von H. rhossiliensis zu ermit-
teln, wurde zuerst eine geeignete Regressionskurve durch die Meßwerte der Biotrok-
kenmasse gelegt. Als Grundlage dieser Ausgleichskurve diente eine auf der Boltz-
mann-Funktion basierende sigmoidal verlaufende Wachstumskurve, die hier mit Hilfe
spezieller Software (Microcal Origin, Version 4.10, 32 Bit, Microcal Software) gene-
riert wurde:
( ) 2/dxxx
21 A
e1
AA
y
0
+
+
−
=
−
(4. 6)
A1 = Ausgangswert
A2 = Endwert
x0 = x-Koordinate des Wendepunkts
dx= Zeitkonstante
Die Erstellung der Ausgleichskurve diente dazu, Fehler zu relativieren, die aus der
geringen Anzahl der Meßwerte und den eventuell auftretenden „Ausreißern“ resul-
tierten. Nach softwaregestützter Logarithmierung und anschließender Differenzie-
rung dieser Kurven ergab sich die spezifische Wachstumsrate.
Von Interesse für eine mathematische Beschreibung des Pilzwachstums ist ebenfalls
die Glucose- bzw. der Substrataufnahmerate sowie die spezifische Substrataufnah-
merate (Sukatsch und Dziengel 1984):
dt
dS
QS −= (4. 7)
QS = Substrataufnahmerate (g∙l-1∙h-1)
dS/dt = momentane Änderung der Sustratkonzentration mit der Zeit
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X
Q
q SS = (4. 8)
qS = spezifische Substrataufnahmerate (h
-1)
Die Substrataufnahmerate wurde in der vorliegenden Arbeit nur auf die Aufnahme
der zugegebenen Glucose bezogen. Nach Auftragung der mit Hilfe der HPLC-Anlage
bestimmten Glucosekonzentrationen gegen die Zeit wurde eine Regressionskurve
auf der Grundlage der in Gleichung 4. 6 beschriebenen Boltzmann-Funktion erstellt.
Differenziert ergab sie die Glucoseverbrauchsrate, angegeben in g⋅l-1⋅h-1. Durch
Wechsel des Vorzeichens und Bezug auf die aktuelle Zellkonzentration wurde
schließlich die spezifische Glucoseverbrauchsrate in h-1 ermittelt.
Ferner wurden für die Fermentation Ertrag und Ertragskoeffizient berechnet. Der Er-
trag X ist definiert als die Differenz zwischen der anfänglichen (X0) und der maxima-
len (Xmax) Zellmasse, bzw. als die Differenz der entsprechenden Zellkonzentrationen
(Sukatsch und Dziengel 1984; Schlegel, 1985):
0max XXX −= (4. 9)
Von besonderer Bedeutung ist das Verhältnis des Ertrags X zur Substrataufnahme
S. Werden beide Größen in Gewichts- oder Konzentrationseinheiten angegeben, so
bezeichnet man den Quotienten als Ertragskoeffizient Y (yield):
S
X
YX/S ∆
∆
= (4. 10)
Abschließend wurde eine Kontrollrechnung durchgeführt, um zu überprüfen, ob das
Wachstumsmodell nach Monod hier auf das Wachstum des filamentösen Pilzes
H. rhossiliensis übertragen werden darf. Dazu wurden mit den berechneten Wachs-
tumsraten und Verdopplungszeiten die am Ende der Fermentation zu erwartenden
Biotrockenmassen berechnet und mit den tatsächlichen Werten verglichen (Dellweg
1987).
d
gesamt
t
t
0Ende 2XX ⋅=
(4. 11)
XEnde = Biotrockenmasse am Ende der Fermentation
X0 = Biotrockenmasse zu Beginn der Fermentation
tgesamt = Fermentationsdauer
td = Verdopplungszeit
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4. 5. 4. 1 Glucosebestimmung mittels HPLC
Der Glucosegehalt der Kulturmedien wurde durch Hochleistungs-Flüssigkeits-
Chromatographie (HPLC, Tab. 4. 12) oder einen Blutzuckerschnelltest (s. 4. 5. 4. 2)
bestimmt. Dabei wurde die HPLC für eine genaue Bestimmung der Werte verwen-
det, besonders zur Bestimmung der grundlegenden Glucosekonzentrationen für die
unter 4. 5. 3 angegebenen Berechnungen, der Blutzuckerschnelltest für eine
schnelle und handliche Sofortbestimmung.
Tab. 4. 12 HPLC-Analyseanlage zur Glucosebestimmung.
Stationäre
   Phase:
CHO-611-Säule (300 mm x 6,5 mm ID, Natriumpolystyrolvinyl-
benzol, Interaction)
Laufmittel: 1mM NaOH, 1mM EDTA
Flußrate: 0,5 ml  min-1
Probenvolumen: 20 µl
Aufbau: Probenaufgabe: Basic Marathon, Fa. Spark
Pumpe: LC-10AT Liquid Chromatograph, Fa. Shimadzu
Druck: ca. 70 bar
Entgaser: DEGU 3 A – Degaser, Fa. Shimadzu
Ofen: CTO-10A Column Oven, Fa. Shimadzu
Temperatur: 80 °C
Detektion: RID-10A Refractive Index Detector,
Fa. Shimadzu
Steuerung: SCL-10A VP System Controller, Fa. Shimadzu
Steuersoftware: Class VP 5.0, Fa. Shimadzu
Retentionszeit: Glucose 9,6 min
Für die Bestimmung wurden 1,5 ml Probe steril entnommen und in ein 1,5 ml Reak-
tionsgefäß gegeben. Durch Zentrifugation wurden Pilz und Medium getrennt (3 min,
20.800 x g). Wenn sich besonders feines Pilzmyzel nicht durch Zentrifugation vom
Medium trennen ließ, wurde die Probe mittels einer Spritze mit aufgesetztem Filter
(0,2 µm) vom Pilz befreit.
Es ist eine 1:10 Verdünnung der Proben erforderlich, um die Säule der HPLC nicht
zu überladen. Dazu wurden 100 µl des klaren Überstandes mit 900 µl Laufmittel
(1mmol/l Na2-EDTA und 1mmol/l NaOH) in ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefäß ge-
geben, gemischt und nochmals 3 min bei 20.800 x g zentrifugiert. Vom Überstand
wurden 900 µl in ein Vial überführt, das direkt von einem Autosampler aufgenommen
werden konnte. Bei Bedarf wurden die Proben bis zur Analyse bei – 20 °C eingefro-
ren, da selbst kleinste Pilzreste in den Vials noch auswachsen.
Die Glucosebestimmung erfolgte durch Elution auf einem basischen Anionentau-
scher mit verdünnten Basen (1 mM NaOH und 1 mM EDTA). Die stationäre Phase
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der Trennsäule bestand aus dem unpolaren und porösen Natriumpolystyrolvinylben-
zol. Geladene Teilchen werden durch die Trennsäule nicht verzögert. Ungeladene
Teilchen werden in der Trennsäule mehr oder weniger stark verzögert. Kleine Teil-
chen brauchen am längsten um die Trennsäule zu passieren, große Teilchen am
kürzesten (Verirrungsprinzip). Zur Detektion wurde ein Brechungsindex-Detektor
verwendet.
Zur Kalibrierung wurde ein 1 %-iger Glucose-Standard verwendet (Einpunktkalibrie-
rung), der, wie alle Proben auch, 1:10 mit Laufmittel verdünnt wurde. Die sich bei der
Analyse des Standards ergebene Fläche unterhalb des Peaks wurde von der einge-
setzten Software mit der zugehörigen Glucosekonzentration von 1 g∙l-1 korreliert.
Durch Integration und Vergleich mit den Flächen unterhalb der Probenpeaks konnte
das System anschließend die Glucosekonzentrationen der Proben ermitteln.
4. 5. 4. 2 Glucosebestimmung mittels Blutzuckerschnelltest
Zum Einsatz kam ein handelsübliches Blutzuckerschnelltestgerät (Accutrend alpha,
Boehringer, Mannheim). Das Meßprinzip beruht auf einer reflexionsphotometrischen
Bestimmung von Glucose.
Da das Testgerät für die Analyse von frischem Kapillarblut ausgelegt ist, muß auch
der pH-Wert der Probe auf pH 6,8 eingestellt werden. Um innerhalb des Meßbe-
reichs (200 – 5000 mg∙l-1) zu bleiben, müssen die Proben verdünnt werden. Eine 1:5
Verdünnung der Probe mit Puffer (Tab. 4. 13) konnte beiden Anforderungen gerecht
werden. Dazu wurden 100 µl des von Pilz befreiten Kulturüberstandes mit 400 µl der
Pufferlösung (Tab. 4. 13) in einem Reaktionsgefäß vereinigt, gemischt und zentrifu-
giert (3 min, 20.800 x g). Vom Überstand wurden ohne Berührung 25 µl auf den in
das Gerät eingeführten Teststreifen pipettiert. Es wurde jeweils eine Doppelbestim-
mung durchgeführt.
Tab. 4. 13 Zusammensetzung des Puffers für den Blutzuckergerätschnelltest
Substanz ml
Citronensäure 0,1 mol/l 23,5
di-Natriumhydrogenphosphat 0,2 mol/l 76,5
4. 5. 4. 3 Biofeucht- und Biotrockenmassebestimmung
Biofeucht- und Biotrockenmasse wurden gravimetrisch bestimmt. Um die Biofeucht-
masse zu ermitteln, wurden Schwarzbandfilter (Schleicher und Schüll, Düren) über
Nacht im Trockenschrank bei 105 °C getrocknet, im Exsikkator über Silikagel abge-
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kühlt und auf einer Analysenwaage auf 1/10.000 g genau gewogen. Unter Mem-
branpumpenvakuum (zwischen 15 und 25 mbar) wurde ein definiertes Probevolu-
men eine Minute in einem Büchnertrichter über den Filter abgesaugt. Der Filter mit
der Biomasse wurde nochmals auf 1/10.000 g genau gewogen. Der Quotient aus der
Differenz der ermittelten Massen und dem Volumen des abgesaugten Probenteils
ergab schließlich die Biofeuchtmasse, angegeben in g∙l-1.
Durch Trocknung bei 105 °C über Nacht, anschließendes Abkühlen im Exsikkator
und Wägung wurde aus der Biofeucht- die Biotrockenmasse ermittelt. Da ihre Be-
stimmung eine größere Genauigkeit besitzt, wurde sie für die Berechnungen ver-
wendet (s. 4. 5. 3).
4. 5. 4. 4 Siebanalyse der Biomasse
Zur Bestimmung der Größenverteilung des bei der Anzucht in Flüssigmedium gebil-
deten Myzels wurden Siebanalysen durchgeführt. Dazu standen Analysensiebe mit
Maschenweiten von 1.000, 500, 400, 300, 200 und 100 µm zur Verfügung. Die Siebe
wurden vor der Benutzung getrocknet und gewogen. Das Probenvolumen wurde 1:5
mit deion. Wasser verdünnt und auf die Siebe gegeben. Um eine vollständige Ver-
teilung des Myzels auf den einzelnen Sieben zu erreichen, wurde mit etwa 10 l
deion. Wasser nachgespült. Anschließend wurden die Siebe bei 105 °C getrocknet
und erneut gewogen.
Durch Auftragung dieser Massenanteile gegen die Maschenweite der Siebe erhält
man die Verteilungsdichtekurve. Sie gibt an, welcher Massenanteil in einem be-
stimmten Partikelgrößenintervall enthalten ist. Das Integral der Verteilungsdichtekur-
ve ist die Verteilungssummenkurve. Ihr ist zu entnehmen, welcher Massenanteil un-
terhalb einer bestimmten Partikelgröße liegt. Diese Angabe ist hier besonders von
Bedeutung, da die Myzelpartikel nicht unbedingt eine definierte Größe besitzen,
sondern eine kritische Größe nicht überschreiten sollen.
4. 5. 4. 5 pH- und Temperaturmessung
Die Messung des pH-Wertes erfolgte potentiometrisch mit Hilfe von Einstab-
Glaselektroden. Parallel wurde die Temperatur elektronisch mit Pt-100-Meßfühlern
bestimmt und automatisch zur Korrektur berücksichtigt. Die Kalibrierung der pH-
Elektroden wurde mit handelsüblichen Puffern (pH 7,0 und pH 4,0, Riedel-de Haen,
Seelze/Hannover) durchgeführt. Im Abstand von 4 Wochen bzw. nach jeder Fer-
mentation wurden die Elektroden mit einer aus Pepsin und Salzsäure bestehenden
Reinigungslösung (Ingold, Urdorf, Schweiz) von eiweißhaltigen Ablagerungen befreit.
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Der verwendete Fermenter (s. 4. 5. 1) verfügt über eine eigene pH-Meß- und Rege-
leinheit.
Für pH-Messungen von Medien, Proben, etc. fand ein Mikroprozessor-pH/ION Meter
pMX 2000 (Wissenschaftlich-Technische-Werkstätten (WTW), Weilheim) mit Exten-
der E 2000 Verwendung, das mit einer pH-Elektrode von Fa. Ingold und einem Pt-
100-Temperaturfühler (TFK 530, WTW) ausgestattet ist.
4. 6 Verkapselung
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In Optimierungsversuchen im kleineren Maßstab wurden verschiedene Kapselsy-
steme und der Einfluß unterschiedlicher Kapselzusammensetzungen auf das Aus-
wachsen von Hirsutella rhossiliensis untersucht (s. 4. 6 1 bzw. 5. 4). Für Pathogeni-
tätstests (s. 4. 10 bzw. 5. 5) am Institut für Nematologie und Wirbeltierkunde Münster
der Biologischen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft (BBA) wurden größere
Mengen Kapseln benötigt, die gemäß 4. 6. 2 bereitgestellt wurden.
4. 6. 1 Kapselherstellung für Auswachsversuche
4. 6. 1. 1 Kapseln aus SEC und PDADMAC
In allen Versuchen kamen SEC und PDADMAC Nr. 1 mit einer Endkonzentration von
2 % (w/w) zum Einsatz. Der pH-Wert aller Lösungen wurde vor dem Autoklavieren
mit 2,5 M Salzsäure bzw. Natronlauge auf pH 6,0 eingestellt. Die Arbeiten wurden
unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Allen Lösungen wurden nach dem Autokla-
vieren 25 ppm Penicillin und 25 ppm Streptomycin durch einen Sterilfilter zugege-
ben, um Kontaminationen durch Bakterien zu unterbinden (s. 4. 4. 1).
Angesetzt wurden für jede der untersuchten Kapselzusammensetzungen jeweils
100 g Kapselmasse. Die SEC und alle übrigen Komponenten wurden getrennt in
deion. Wasser gelöst bzw. suspendiert und 20 min bei 121 °C autoklaviert. Nach
dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die Einzelkomponenten unter der Cle-
anbench mit der entsprechenden Menge Pilz vermischt. Die Einzelkomponenten
wurden so eingewogen, daß sich nach der Vereinigung die gewünschte Kapselzu-
sammensetzung ergab. Die Kapselmasse wurde anschließend mit einem Wischer
durch ein Metallsieb (∅ 8 cm, Maschenweite 500 µm) passiert und in einem Becher-
glas aufgefangen.
Zum Eintropfen wurden 10 ml mit einer sterilen Einwegspritze aufgezogen und eine
Kanüle (∅ 1,2 mm) aufgesetzt. Die Spritze mit Kanüle wurde so in ein Stativ einge-
spannt, daß der Abstand zwischen Kanülenspitze und Oberfläche der PDADMAC-
Lösung 10 cm betrug. Für die Vernetzerlösung wurde ein 250 ml Becherglas (hohe
Form) verwendet. Die Rührgeschwindigkeit (Länge des Rührkerns 2,5 cm) betrug
300 UpM. Das Eintropfen erfolgte per Hand. Es entstanden Kapseln mit einem
Durchmesser von etwa 3 mm. Die Kapseln verblieben nach dem Eintropfen bis zum
Schrumpfungsbeginn in der Vernetzerlösung (meist 20 min), wurden dann mit einem
Natriumlöffel entnommen und in 200 ml Waschlösung gegeben. Wenn die Kapseln
niedermolekulare Substanzen wie z. B. Hefeextrakt oder Glucose enthielten, die
beim Waschen aus den Kapseln diffundieren können, wurden diese Komponenten
auch der Waschlösung in gleicher Konzentration zugesetzt. War dies nicht der Fall,
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wurde steriles Leitungswasser zum Waschen verwendet. Zur Untersuchung des
Auswachsverhaltens wurden die Kapseln entnommen und auf Wasser-Agar ausge-
legt (s. 4. 8).
Variert wurden der Biofeuchtmassegehalt (0,1 bis 15 % (w/w)) der Kapseln bei
15 % (w/w) Maiskleber und 0,5 % (w/w) Hefeextrakt (Abb. 5. 28 und 5. 29) und der
Maiskleber- (0 bis 15 % (w/w)) und Hefeextraktgehalt (0 bis 0,5 % (w/w)) bei
15 % (w/w) Biofeuchtmasse (Abb. 5. 31 und 5. 32).
In einem anderen Versuch wurden bei 1 % (w/w) Biofeuchtmasse autoklavierte Bäk-
kerhefezellen oder das Hefepulver Auxoferm (Ohly, Deutsche Hefe Werke, Ham-
burg) als Kapselmedium untersucht (Abb. 5. 33). Die Bäckerhefe wurde entweder
frisch (Deutsche Hefe Werke, Hamburg) oder als Trockenpulver eingesetzt (Dr. Au-
gust Oetker Nahrungsmittel, Bielefeld), wobei 1 g frischer Bäckerhefe 0,28 g Trok-
kenpulver entsprechen. Alle Massenangaben in dieser Arbeit beziehen sich auf fri-
sche Bäckerhefe.
Im Zusammenhang mit der Optimierung der Sporulation (s. 5. 4. 1. 3, Abb. 5. 34 bis
5. 37) wurden Glucose (2 % (w/w)), Hefeextrakt (0,1 bis 0,5 % (w/w)), Bäckerhefe
(0,25 – 3 % (w/w), s. o.), Stärke (1,71 % (w/w), Merck, Darmstadt), Kartoffelstärke
(1,71 % (w/w), Feine Speisestärke, Müller’s Mühle, Gelsenkirchen) und Inulin (1,9 %
(w/w), Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) als Kapselmedium unter-
sucht.
Das Kohlenstoff/Stickstoff-Verhältnis des jeweiligen Kapselmediums wurde aus der
Elementarzusammensetzung der Einzelkomponenten (Tab. 4. 14) berechnet
(Tab. 4. 15), die jedoch nur als Näherungswerte betrachtet werden können, da sie je
nach Kulturbedingung und Wachstumsstadium starken Schwankungen unterliegen
(Dellweg 1987).
Tab. 4. 14 Elementarzusammensetzung der Medienbestandteile zur Optimierung
der Sporulation.
% (w/w) auf TS
Medienbestandteil C N
Glucose (C6H12O6, 180 g/mol) 40 -
Hefeextrakt1), 2) - 7
Bäckerhefe(zellen)1) 46,9 8,4
(Kartoffel-)Stärke ((C6H10O5)n, 162 g/mol) 44,4 -
Inulin (ca. 180 g/mol) 40 -
1) Dellweg 1987
2) nur verwertbares N berücksichtigt
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Tab. 4. 15 Berechnung der C/N-Verhältnisse der zur Optimierung der Sporulation
eingesetzten Kapselmedien.
Nr. Medienbestandteil % (w/w) TS / g C / g N / g C/N
1 Bäckerhefe 3,0 0,9 0,4221 0,0756 5,6
Hefeextrakt 0,5 0,5 - 0,03502
Glucose 2,0 2,0 0,8000 -
23
Hefeextrakt 0,1 0,1 - 0,0073
Glucose 2,0 2,0 0,8000 -
114
Bäckerhefe 0,25 0,075 0,0352 0,00634
(Kartoffel-)Stärke 1,71 1,54 0,6911 -
114
Bäckerhefe 0,25 0,075 0,0352 0,00635
Inulin 1,9 1,7 0,6800 -
114
4. 6. 1. 2 Calciumalginatvollkugeln
Zum Vergleich der SEC/PDADMAC-Hohlkugeln mit Calciumalginatvollkugeln wurden
Alginatkugeln durch Eintropfen einer Mischung aus 2 % (w/w) Natriumalginat (Pro-
tanal LF 20/60, Pronova Biopolymer, Damme, Norwegen), 3 % (w/w) Bäckerhefe und
1 % (w/w) Biofeuchtmasse in eine Lösung mit 1 % (w/w) Calciumchlorid hergestellt.
Die Vorbereitung und Durchführung der Versuche entsprach 4. 6. 1. 1. Zum Ver-
gleich wurden SEC/PDADMAC-Hohlkugeln mit 3 % (w/w) Bäckerhefe und 1 % (w/w)
Biofeuchtmasse hergestellt (s. 4. 6. 1. 1; Abb. 5. 42 und 5. 43).
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4. 6. 2 Kapselherstellung für Pathogenitätstests
Die für die Pathogenitätstests (s. 4. 10 und 5. 5) an der BBA in Münster benötigten
Kapselmengen wurden mit Hilfe einer speziellen in Eigenbau hergestellten Verkap-
selungsapparatur bereitgestellt (Abb. 4. 9).
Um möglichst kleine Kapseln von bis zu 300 µm herstellen zu können, wurde die
Spitze der Eintropfapparatur mit einer Messinghülse versehen (Abb. 4. 9 Nr. 10), die
eine sechskantige Öffnung besitz und so angepaßt ist, daß ein genau parallel zur
Eintropfkanüle verlaufender Luftstrom ohne große Verwirbelungen entsteht. Die
Spitzen der verwendeten Kanülen (∅ 1,2 mm, Länge 40 mm) wurden zusätzlich
durch Abschleifen begradigt.
Auch bei der Kapselherstellung für die Pathogenitätstests kamen in allen Versuchen
SEC und PDADMAC Nr. 1 mit einer Endkonzentration von 2 % zum Einsatz. Der pH-
Wert aller Lösungen wurde vor dem Autoklavieren mit 2,5 M Salzsäure bzw. Natron-
lauge auf pH 6,0 eingestellt.
Vor den Verkapselungsversuchen wurde die gesamte Apparatur einschließlich der
Schläuche und Sterilfilter autoklaviert. Die Medienbestandteile und die Polymerlö-
sungen wurden wie unter 4. 6. 1. 1 angesetzt und getrennt autoklaviert.
Zur Herstellung des SEC-Polymergemisches zum Eintropfen wurde die SEC-Lösung
mit den Kapselmedienbestandteilen und der entsprechenden Menge Biofeuchtma-
sse vermischt und mit einem Wischer durch ein Sieb (Maschenweite 300 µm) ge-
drückt. Das SEC-Polymergemisch wurde anschließend in die Verkapselungsappa-
ratur gegeben und in die PDADMAC-Lösung eingetropft. Die PDADMAC-Lösung
wurde bei 200 UpM mit einem Rührkern (Länge 4,5 cm) gerührt. Bei einem Druck
von oben von 1 bar und einem seitlichen Abblasdruck von 1,5 bar entstehen beim
Eintropfen in die 2 %-ige PDADMAC-Lösung Kapseln mit einem Durchmesser von
0,3 - 1 mm. Durch Variation der Drücke können die Kapselgröße und die Durch-
satzmenge in weiten Bereichen beeinflußt werden.
Verstopfungen der Kanüle konnten meistens mit einem feinen Draht behoben wer-
den, der zuvor in einer Brennerflamme sterilisiert wurde. In ein 1 l-Becherglas mit
500 ml PDADMAC-Lösung wurden zwei Füllungen der Verkapselungsapparatur (et-
wa 2 x 150 ml) eingetropft.
Zur Abtrennung der Kapseln wurde ein Metallsieb (∅ 8 cm, Maschenweite 500 µm)
verwendet. Wenn die Kapseln wasserlösliche niedermolekulare Substanzen wie z. B.
Hefeextrakt enthielten, die aus den Kapseln diffundieren können, wurden diese
Komponenten auch der PDADMAC-, der Wasch- und der Lagerungslösung in glei-
cher Konzentration zugesetzt. War dies nicht der Fall, wurde steriles Leitungswasser
zum Waschen und Lagern der Kapseln verwendet.
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Für eine Kontaminationskontrolle wurden etwa 15 - 20 Kapseln auf Standard I-
Nähragar (s. 4. 4. 1) ausgelegt. Ein Vitalitätstest wurde durch Auslegen von 15 - 20
Kapseln auf Wasser-Agar durchgeführt.
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Abb. 4. 9 Eintropfapparatur.
  1: Druckluftzuleitung
  2: Druckminderer und Manometer für den Druck von oben
  3: Druckminderer und Manometer für den seitlichen Abblasdruck
  4: Sterilfilter (0,22 µm)
  5: Verkapselungsapparatur (Volumen ca. 150 ml)
  6: 1 l-Becherglas mit 500 ml 2 % (w/w) PDADMAC-Lösung
  7: Magnetrührer (200 UpM)
  8: Aufsatz für den seitlichen Abblasdruck
  9: Kanüle (∅ 1,2 mm, Länge 40 mm, ohne Spitze)
10: Hülse zur Herstellung besonders kleiner Kapseln
h = 10 cm
 4 Material und Methoden
78
4. 7 Trocknung der Kapseln
Für einen Einsatz in der Praxis sollten die Pilzkapseln getrocknet und gelagert wer-
den können. Dazu sollten die häufig als Hilfsstoff verwendeten Substanzen Trehalo-
se und Aktivkohle auf ihre Verwendung hin überprüft werden (s. 3. 8). Die Kapseln
wurden hergestellt, wie unter 4. 6. 1. 1 beschrieben. Sie enthielten zusätzlich
1 % (w/w) Trehalose bzw. 0,2 % (w/w) Aktivkohle (vgl. 3. 8).
Im Exsikkator wurden gleichzeitig von vier jeweils parallel hergestellten Kapselsorten
je 10 g in Petrischalen mit Nocken bei 15 bis 25 mbar über 750 g trockenem Silicagel
für mindestens 24 h bei Raumtemperatur getrocknet. Da das verwendete Silicagel im
trockenen Zustand 10 % (hier 75 g) seiner Masse als Wasser aufnehmen kann, hier
aber aus den Kapseln, die überwiegend nur aus Wasser bestehen, insgesamt nur
knapp 40 g Wasser entfernt werden müssen, war Silicagel im „Überschuß“ vorhan-
den.
Da die Vitalität getrockneter Biomasse besonders gut bei einer Restfeuchtigkeit von
etwa fünf Prozent gewährleistet ist (Hoffmann 1999, s. 3. 7), wurde das Gewicht der
Kapseln vor (mK,to) sowie während (mK,t) der Trocknung im Exsikkator überprüft und
jeweils die Restfeuchtigkeit bestimmt, bis etwa fünf Prozent Restfeuchte erreicht wa-
ren:
0tK,
trockenK,
m
m
1GF −= (4. 12)
( )GF1
m
m
1RF
tK,
tK, 0
−⋅−= (4. 13)
GF = Gesamtfeuchtigkeit
RF = Restfeuchtigkeit
mK,trocken  = Masse der trockenen Pilzkapseln
mK,to = Masse der Pilzkapseln zum Zeitpunkt t0
mK,t = Masse der Pilzkapseln zum Zeitpunkt t
Ein Teil der getrockneten Kapseln wurde für einen Vitalitätstest verwendet (s. 4. 8),
mit den übrigen Kapseln wurde ein beschleunigter Lagerungstest (s. 3. 7) durchge-
führt, bei dem die Kapseln im Dunkeln für 72 Stunden bei 50 °C gelagert wurden,
was einer 25jährigen Lagerung bei 10 °C entspricht. Danach wurden auch diese
Kapseln für einen Vitalitätstest auf Wasser-Agar ausgelegt (s. 4. 8).
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Das Auswachsverhalten von Hirsutella rhossiliensis aus den Kapseln wurde durch
Auslegen auf Wasser-Agar (pH 6,0) untersucht. Bewertet wurde das Auswachsen zu
einem Zeitpunkt nach dem Durchmesser des kreisförmigen Myzelhofes um die Kap-
seln.
Für 20 Petrischalen (∅ 85 mm, mit Nocken) wurden in einer 1 l-Flasche 7,5 g Agar-
Agar (Merck, Darmstadt) in 492,5 g deionisiertem Wasser gelöst und mit 2,5 M Salz-
säure bzw. Natronlauge auf pH 6 eingestellt. Vor dem Gießen wurden 25 ppm Peni-
cillin und 25 ppm Streptomycin zugegeben (s. 4. 4. 1).
Ausgelegt und ausgemessen wurden je Variation etwa 20 Kapseln. Die Agar-Platten
wurden bei 20 °C und etwa 75 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert (Heraeus BK
5060 E, Heraeus, Hanau). Die Luftfeuchtigkeit wurde mit einem offenen Gefäß mit
einer gesättigten NaCl-Lösung mit NaCl-Überschuß am Boden eingestellt (Lide
1992). Etwa alle 2 bis 3 Tage wurde mit einer Stereolupe (Stereomikroskop SV8,
Carl Zeiss, Oberkochen) bei 10-facher Vergrößerung der Durchmesser des kreisför-
mig auswachsenden Myzels gemessen. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich
über 35 Tage.
Die gemessenen Myzeldurchmesser wurden gemittelt und die Standard-Abweichung
entsprechend Gl. 4. 1 bestimmt. Da die Standard-Abweichung der verschiedenen
Kapselsorten in einem Versuch immer sehr ähnlich war, wird sie bei der Darstellung
der Ergebnisse jeweils immer nur für eine Kapselsorte angegeben.
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4. 9 Bestimmung der gebildeten Sporen
Zur Bestimmung der vom Pilzmyzel gebildeten Sporen wurden mindestens 20 auf
Wasseragar ausgewachsene Kapseln fünf Mal mit je 5 ml Ethanol auf der Agarplatte
abgewaschen, die Sporensuspension zur Abtrennung von Pilzmyzel und Verunreini-
gungen im Membranpumpenvakuum (15-20 mbar) durch eine Glasfritte (Filterrohr,
Porosität P 16 nach ISO 4793, 10 – 16 µm) filtriert und das Filtrat im Trockenschrank
über Nacht bei 80 °C eingedampft. Nach Resuspension mit 2 ml 0,01 % (w/w)Triton-
X-Lösung wurden die Sporen mit einer Zählkammer (Fuchs-Rosenthal, Tiefe
0,2 mm) unter dem Mikroskop ausgezählt. Die ellipsoiden Konidiosporen hatten eine
Länge von etwa 8 µm und einen Umfang von etwa 5 µm (vgl. 3. 7).
Da unter dem Mikrospkop nur „frische“ runde Sporen gezählt werden können, wer-
den abgefallene und keimende Sporen nicht berücksichtigt. Als Maß dient die Anzahl
der gebildeten Sporen pro Kapsel.
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4. 10 Pathogenitätstests
Mit den in dieser Arbeit hergestellten und optimierten Kapseln wurden am Institut für
Nematologie und Wirbeltierkunde Münster der Biologischen Bundesanstalt für Land-
und Forstwirtschaft (BBA) Pathogenitätstests mit dem Zuckerrübennematoden Hete-
rodera schachtii durchgeführt, die Bestandteil einer eigenständigen Arbeit sind (Gut-
berlet 2000).
Neben vielen begleitenden Untersuchungen wurden mit den Pilzkapseln im wesentli-
chen Biotests (Topfversuche) und Kleinparzellen-Freilandversuche (Microplots)
durchgeführt.
Bei den Biotests wurden für jedes Versuchsglied 20 Plastikfaltschachteln (Volumen
100 ml) mit sandiger Felderde gefüllt. Die Erde war nicht steril, aber frei von Nema-
toden und nematodenparasitären Pilzen. Die Pilzkapseln (meistens 4 g feuchte Kap-
seln), pilzfreie Kapseln und freier Pilz wurden vorher mit der Erde vermischt. Die Bo-
denfeuchte wurde auf 12 % eingestellt. In jeder Faltschachtel wurde ein Zuckerrü-
bensamen der Heterodera schachtii-anfälligen Sorte „Patricia“ gesät. Die Schachteln
wurden bei 17 °C am Tag und 15 °C in der Nacht gelagert. Nach sieben Tagen wur-
den je Schachtel 1.000 oberflächensterilisierte Nematodenlarven zugegeben. Nach
weiteren sieben Tagen wurden die Zuckerrübenpflänzchen aus den Schachteln ent-
fernt und die Wurzel ca. 5 cm unterhalb des Hypokotyls abgetrennt. Nach Anfärbung
wurden die in die Wurzel eingedrungenen Nematodenlarven gezählt. Als Maß für
den Nematodenbefall diente die Anzahl der Larven pro cm Wurzel.
Für die Kleinparzellen-Freilandversuche (Microplots, 1 m x 1 m x 0,8 m) wurde je
Versuchsglied eine Parzelle bis in eine Tiefe von 30 cm gleichmäßig mit Zysten von
Heterodera schachtii verseucht, so daß zu Versuchsbeginn 1.000 Eier und Larven (in
Zysten) und 250 bereits geschlüpfte Larven je 100 g Boden vorhanden waren. Je
Microplot wurden 25 Zuckerrüben der Sorte „Patricia“ gesät. Im ersten Microplot-
Versuch wurde der ganze Boden bis zu einer Tiefe von 10 cm mit Pilzkapseln bzw.
freiem Pilz vermischt. Im zweiten Microplot-Versuch wurde dagegen nur ein Zylinder
(Länge 15 cm, ∅ 5 cm, Volumen ca. 300 ml) um den Zuckerrübensamen herum mit
Pilzkapseln bzw. freiem Pilz vermischt. Ein Teil der Rüben wurde bereits nach drei
Wochen wieder geerntet, um den Nematodenbefall der Wurzeln zu bestimmen. Die
übrigen Rüben dienten zu einer Ertragsbestimmung am Ende der Wachstumsperi-
ode. Nach Untersuchung von Bodenproben am Versuchsende wurde die Vermeh-
rung der Nematoden bestimmt.
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5 Ergebnisse und Diskussion
5. 1 Optimierung der mechanischen Stabilität der Hohlkugeln
In der Biotechnologie werden schon seit langer Zeit Enzyme oder ganze Zellen im-
mobilisiert. Eine besondere Form der Immobilisierung stellt der Einschluß bzw. die
Verkapselung von biologischem Nutzmaterial dar (Vorlop und Klein 1983; Klein und
Vorlop 1985). Neben dem Schutz und der Rückhaltung des Nutzmaterials kann mit
verkapselten Systemen auch dessen kontrollierte Freisetzung realisiert werden, was
gerade in der biologischen Schädlingsbekämpfung von besonderem Interesse ist, da
der Einsatz der freien Organismen in der Regel nicht erfolgreich ist (Stirling 1991,
Siddiqui und Mahmood 1996; Patel 1998). Eine Formulierung soll darüber hinaus
auch eine Lagerung und die einfache Ausbringung der Organismen ermöglichen
(Stirling 1988 a, 1991; Stirling und Mani 1995).
Aufgrund des hohen Preises sind Alternativen zur klassischen Formulierung mit Algi-
nat gerade bei einem massenweisen Einsatz in der biologischen Schädlingsbe-
kämpfung wünschenswert (Fravel et al. 1998). Dies gilt insbesondere für den Einsatz
im Boden, da Alginat als Nahrungsquelle das Wachstum unerwünschter Mikroorga-
nismen fördern kann (Lohmann 1989; Cassidy et al. 1996). In Versuchen mit Kar-
toffeln ist es durch den Einsatz von Alginat zu einer negativen Beeinflußung des
Wurzelwachstums gekommen (Lohmann 1989; Schuster und Sikora 1992).
Der Einsatz von Hohlkugeln zur Immobilisierung ist aufgrund ihres flüssigen, wäßri-
gen Kerns besonders bei empfindlichem biologischem Material vorteilhaft, da die
Struktur von Biomolekülen wenig beeinflußt wird (Pommering et al. 1983). Hohlku-
geln haben sich auch zur Verkapselung ganzer Zellen bewährt. So wurden z. B.
Langerhanssche Inseln zur Behandlung von Diabetes in Hohlkugeln verkapselt, die
ausgehend von Calciumalginatvollkugeln mit zusätzlichen Schichten aus Poly-L-
Lysin und Alginat und anschließendes Auflösen des Calciumalginatkerns hergestellt
wurden (Lim und Sun 1980; Lim und Moss 1981; Goosen und Sun 1985). In nur ei-
nem Schritt und damit wesentlich einfacher wurden tierische Zellen erfolgreich in
Calciumalginathohlkugeln verkapselt, wobei die Zellen mit Methylcellulose und Cal-
ciumchlorid gemischt und anschließend in eine verdünnte Natriumalginatlösung ein-
getropft wurden (Spiekermann et al. 1987).
Besonders elegant können Hohlkugeln auf Basis von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-
Komplexen hergestellt werden (Dautzenberg et al. 1985, 1994). Für ihren Einsatz in
der Praxis sollten neben der Biokompatibilität und eventuell der Sterilisierbarkeit der
Kugelmaterialien auch deren einfache und preiswerte Herstellung in konstanter Pro-
duktqualität und eine gute Modifizierbarkeit gewährleistet sein. Eine große Zahl mög-
licher Materialien wurde bereits auf ihre Eignung zur Mikroverkapselung hin unter-
sucht (Prokop et al. 1998 a, b). Zur Herstellung von Hohlkugeln gilt dabei Cellulose-
derivaten ein besonderes Interesse. Insbesondere von Dautzenberg wurde in der
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Vergangenheit Natrium-Cellulosesulfat intensiv untersucht (Dautzenberg et al. 1985,
Yao et al. 1993; Dautzenberg et al. 1994, 1996).
Mit Sulfoethylcellulose (SEC) steht ein anderes interessantes Cellulosederivat zur
Verfügung, das sich problemlos auch im technischen Maßstab in reproduzierbarer
Qualität herstellen läßt (Herzog et al. 1989).
Ziel ist die Herstellung mechanisch stabiler Hohlkugeln auf Basis von Polyelektrolyt-
Polyelektrolyt-Komplexen unter Verwendung von Sulfoethylcellulose (SEC) als Poly-
anion zur besonders schonenden Mikroverkapselung von Zellen, Enzymen und an-
derem Nutzmaterial, hier im speziellen dem nematophagen Pilz Hirsutella rhossilien-
sis.
Als Maß für die mechanische Stabilität wird die Kraft verwendet, die aufgewendet
werden muß, um die Hohlkugel zum Zerplatzen zu bringen. Dazu werden nachein-
ander mindestems 10 Hohlkugeln auf einer Kraftmeßdose zerdrückt und die aufge-
wendete Kraft aufgezeichnet. Dabei ist wichtig, daß die Kapseln schnell zerdrückt
werden, da bei langsamer Krafteinwirkung Wasser aus dem Innern der Hohlkugel
durch die Membran gepreßt wird, ohne daß die Kapsel zerplatzt (s. 4. 3).
Die Standardabweichung der Kapselstabilitätsmessungen lag für SEC/PDADMAC-
Kapseln bei Lagerung in deionisiertem Wasser im Bereich von 0,1 bis 1,3, in phy-
siologischer NaCl-Lösung zwischen 0,1 und 0,3 und für SEC/Chitosan-Kapseln zwi-
schen 0,1 und 0,5 bzw. 0,1 und 0,4.
Sowohl die für SEC/PDADMAC-Kapseln mit 7 N als auch die für SEC/Chitosan-
Kapseln mit 4,4 N im Rahmen dieser Arbeit gemessenen mechanischen Stabilitäten
liegen weit über den experimentell auf sehr ähnliche Weise bestimmten Stabilitäten
(vgl. 4. 3) von CS/PDADMAC-Kapseln, deren mechanische Festigkeit mit durch-
schnittlich 1 bis 1,5 N, maximal mit 2,5 N angegeben wird (Wiesmann 1994; Daut-
zenberg et al. 1996).
5. 1. 1 Kapseln aus SEC und PDADMAC
Die hier untersuchten Kapseln (∅ ca. 2,5 – 2,7 mm) entstehen durch Eintropfen ei-
ner wäßrigen Lösung des Polyanions SEC in die wäßrige Lösung des Polykations
Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC). Abb. 5. 1 zeigt zwei REM-
Aufnahmen eines Schnittes durch die Kapselmembran. Die Innenseite der Kapsel
befindet sich jeweils links im Bild. Nach innen hin weist die Membran eine immer lok-
kerer aufgebaute Struktur auf. Die Kapselmembran wächst wie bei der Verwendung
von Cellulosesulfat (Dautzenberg et al. 1994, 1996) ausgehend von der Primärmem-
bran, die sich sofort nach Kontakt des SEC-Tropfens mit der Vernetzerlösung bildet,
nach innen, bis es zu einer Verarmung an SEC im Innern kommt, oder bis der Diffu-
sionswiderstand so groß geworden ist, daß die äußere Komponente die Membran
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nicht mehr durchdringen kann. Die 50 – 60 µm dicke Membran umschließt den flüs-
sigen Kern der Hohlkugel.
Abb. 5. 1 REM-Aufnahmen der aus SEC und PDADMAC Nr. 2 gebildeten Kap-
selmembran (Wolff Walsrode AG).
Für die Bildung mechanisch stabiler Hohlkugeln müssen beide Komponenten hin-
sichtlich ihrer Polymercharakteristik (Molmasse, Molmassenverteilung, Ladungs-
dichte) aufeinander abgestimmt sein (vgl. Dautzenberg et al. 1996). Nach zahlrei-
chen Vorversuchen im Rahmen eines intensiven Screenings haben sich z. B. eine
SEC mit einer Molmasse von 132.600 g/mol und einem Substitutionsgrad von 0,42
und ein PDADMAC (Ladungsdichte 100 %) mit einer mittleren Molmasse von
60.800 g/mol (s. Tab. 4. 2 PDADMAC Nr. 2) als geeignet erwiesen. Dautzenberg et
al. 1996 haben bei Verwendung des chemisch ähnlichen Cellulosesulfates an Stelle
der SEC festgestellt, daß der Substitutionsgrad zwischen 0,25 und 0,65 liegen sollte.
Mit einem PDADMAC einer mittleren Molmasse von 34.500 g/mol (s. Tab. 4. 2
PDADMAC Nr. 1) wurden ebenfalls brauchbare Kapseln erhalten, ihre mechanische
Stabilität war jedoch in allen Messungen um etwa 20 bis 25 % geringer, so daß hier
nur Ergebnisse aus Versuchen mit PDADMAC Nr. 2 dargestellt werden.
PDADMACs mit 16.000, 32.000 und 54.000 g/mol, die von C. Wandrey vom Institut
für Polymerchemie und Biomaterialien der Eidgenössischen Technischen Hoch-
schule Lausanne, Schweiz zur Verfügung gestellt wurden, lieferten Kapseln mit nur 1
bis 2 N, bei Verwendung eines PDADMAC mit 90.000 g/mol wurden keine Kapseln
erhalten.
Bei den Vorversuchen wurden nur dann Kapseln erhalten, wenn der Substitutions-
grad der SEC zwischen 0,2 und 0,9 lag.
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Die mechanische Stabilität der gebildeten Kapseln hängt weiterhin von der Reakti-
onszeit bzw. Vernetzungszeit ab. Die Vernetzungszeit ist die Zeit, die die einge-
tropften Kugeln in der Vernetzerlösung verbleiben, bevor sie entnommen und gewa-
schen werden. Das Ende der Vernetzung deutete sich in den meisten Fällen dadurch
an, daß die Hohlkugeln eine kleine Vertiefung bekamen und zu schrumpfen began-
nen. Vorversuche haben gezeigt, daß die Kugeln kurz vor dem Schrumpfungsbeginn
ihre höchste Stabilität besitzen. Die Vernetzungszeiten hingen stark von den ver-
wendeten Konzentrationen beider Polymere ab. Deshalb verblieben die Kugeln im
Vernetzerbad bis sich die Schrumpfung andeutete, jedoch maximal 60 Minuten,
wenn keine Schrumpfung erfolgte.
Untersuchungen zum Umsatzgrad (Wolff Walsrode AG) zeigten, daß ab PDADMAC-
Konzentrationen von 4 % ein Umsatz von bis zu 100 % erreicht wurde. Dazu wurden
die Kapseln zerdrückt, die nach der Vernetzung in der Kapsel noch vorhandene SEC
mit Methylenblau komplexiert und über die Extinktion die Restkonzentration spektral-
photometrisch bestimmt.
5. 1. 1. 1 Konzentrationsscreening
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Abb. 5. 2 Einfluß der Konzentration der Polymerlösungen auf die mechanische
Kapselstabilität (PDADMAC Nr. 2, Lagerung in deion. Wasser).
Die Konzentrationen der Polymerlösungen spielen bei der Bildung mechanisch sta-
biler Hohlkugeln eine entscheidene Rolle (Abb. 5. 2). Mechanisch stabile Hohlkugeln
von bis zu 7 N wurden z. B. bei SEC-Konzentrationen von mehr als 2 % und Vernet-
zerkonzentrationen von 4 % und mehr erhalten. Beim Eintropfen einer 1,5 %igen
SEC-Lösung in eine 2 bzw. 3 %ige PDADMAC-Lösung wurden keine Kapseln er-
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halten. SEC-Lösungen mit einer Konzentration von mehr als 3,5 % sind bereits so
viskos, daß sie nicht mehr eingetropft werden können.
Alle folgenden Versuche wurden, wenn nicht anders angegeben, mit 3 % (w/w) SEC
in 5 % (w/w) PDADMAC und  Lagerung in deionisiertem Wasser durchgeführt.
5. 1. 1. 2 Einfluß der Lagerungslösung
Wurden die Hohlkugeln statt in Wasser in einer physiologischen Kochsalzlösung
(0,9 % (w/w) NaCl) gelagert, fielen die Stabilitäten um etwa 80 % geringer aus
(Abb. 5. 3).
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Abb. 5. 3 Einfluß der Konzentration der Polymerlösungen auf die mechanische
Kapselstabilität (PDADMAC Nr. 2, Lagerung in 0,9 % (w/w) NaCl).
Die Stabilitätsminderung ist fast reversibel. Abb. 5. 4 zeigt die Stabilität von Hohlku-
geln, die entweder erst zehn Tage in deionisiertem Wasser gelagert wurden und
dann in eine physiologische Kochsalzlösung gegeben wurden oder erst zehn Tage in
physiologischer Kochsalzlösung lagen und dann in deionisiertes Wasser gegeben
wurden.
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Abb. 5. 4 Änderung der mechanischen Kapselstabilität beim Wechsel der Lage-
rungslösung (deion. Wasser  ↔ 0,9 % (w/w) NaCl, PDADMAC Nr. 2).
In einem anderen Versuch wurde die Lagerungslösung über 25 Tage täglich ge-
wechselt (Abb. 5. 5). Hier nahm die Stabilität der Hohlkugeln nach drei Wechseln der
Lagerungslösung um 25 % ab und blieb danach konstant.
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Abb. 5. 5 Einfluß eines täglichen Lagerungslösungswechsels auf die mechani-
sche Kapselstabilität (deion. Wasser  ↔ 0,9 % (w/w) NaCl, PDADMAC
Nr. 2).
Neben der mechanischen Stabilität ändert sich auch die Größe der Kapseln, wobei
auch diese Änderung reversibel ist (Abb. 5. 6).
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Abb. 5. 6 Einfluß der Lagerungslösung auf die Größe der Kapseln (PDADMAC
Nr. 2).
Über die Ursachen für die Verringerung der mechanischen Stabilität und der Größe
der Kapseln in Gegenwart von salzhaltigen Medien kann nur spekuliert werden.
Da Salzionen und selbst größere Moleküle wie z. B. Proteine aus Hefeextrakt (s. u.)
die Kapselmembran problemlos passieren können, scheiden Erklärungen mit osmo-
tischen Effekten aufgrund des DONNAN-Gleichgewichts nahezu aus. SEC-Reste,
die nicht an der Reaktion zur Bildung der Kapselwand beteiligt waren, in der Kapsel
verbleiben und osmotische Effekte bewirken könnten, wurden nicht nachgewiesen
(s. o.). Überschüssige SEC im Innern findet sich erst bei größeren Kapseln
(s. 5. 1. 1. 3).
Fällungen von Symplexen aus unterschiedlichen Polyelektrolyten zeigen in Wasser
ein reproduzierbares und reversibles Quellverhalten, wobei teilweise erhebliche
Quellwassermengen aufgenommen werden (Philipp et al. 1980, s. 3. 2. 4). Das
Quellen der Komplexe ist u. a. auch von der Ionenstärke und der Zusammensetzung
des Quellungsmediums abhängig (Peppas und Khare 1993; Khare und Peppas
1995). Die Autoren gehen davon aus, daß kleine Ionen in das Polymer-Netzwerk
diffundieren und dadurch ein osmotischer Druck entsteht, der Wasser ins Netzwerk
zieht und schließlich zur Quellung führt. Das Quellen bewirkt eine Vergrößerung des
Abstandes der geladenen Gruppen der Polyelektrolyte in der Membran, wodurch die
Membran dicker, weicher und instabiler wird.
Eine vergleichbare Abhängigkeit der mechanischen Kapselstabilität vom Lage-
rungsmedium wurde auch bei Cellulosesulfat/PDADMAC-Kapseln beobachtet, die
jedoch auch nicht weiter erklärt werden konnte (Eberle 1997). Dautzenberg et al.
(1996) vermuten zwar osmotische Effekte aufgrund des DONNAN-Gleichgewichts,
haben aber die Zusammensetzung des Kapselinnern nicht untersucht.
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5. 1. 1. 3 Variation der Kapselgröße
Die mechanische Stabilität hängt auch von der Kapselgröße ab, wobei ein Maximum
bei einem Durchmesser von 2,7 mm durchlaufen wird (Abb. 5. 7).
Die kleineren Kapseln wurden entweder mit feineren Kanülen (∅ 0,84; 0,58 oder
0,45 mm statt der sonst verwendeten 1,2 mm) bzw. der Eintropfapparatur hergestellt
(s. 4. 6. 2).
Die gefundene Abhängigkeit kann als Summe zweier Effekte interpretiert werden: Mit
steigendem Kapseldurchmesser steigt das Kapselvolumen wesentlich stärker an,
d. h. SEC-Tropfen mit höherem Durchmesser enthalten aufgrund ihres kleineren
Verhältnisses von Oberfläche zu Volumen entsprechend mehr SEC, die zur Bildung
der Kapselmembran zur Verfügung steht (vgl. Dautzenberg et al. 1996). Da das
PDADMAC die Kapselmembran ab einer bestimmten Dicke nicht mehr durchdringen
kann (vgl. CS/PDADMAC, Dautzenberg et al. 1983, 1987, 1994), müßte die Kapsel-
stabilität ab einem bestimmten Kapseldurchmesser bei einem konstanten Maximal-
wert liegen. Die größeren Kapseln sollten überschüssige SEC enthalten, was expe-
rimentell auch bestätigt wurde. Ab einer Größe von 2,8 mm wurde die SEC nicht
mehr vollständig umgesetzt (vgl. 5. 1. 1).  Die Abnahme der Kapselstabilität könnte
darauf zurückzuführen sein, daß bei den größeren Kapseln mit der Zunahme der
Oberfläche auch die Wahrscheinlichkeit von Fehlstellen in der Membran steigt.
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Abb. 5. 7 Abhängigkeit der mechanischen Kapselstabilität vom Kapseldurchmes-
ser (PDADMAC Nr. 2).
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5. 1. 1. 4 Weitere Charakterisierung
Eine Abhängigkeit der mechanischen Kapselstabilität vom pH-Wert der SEC-, der
PDADMAC- oder der Lagerungslösung konnte im physiologisch interessanten Be-
reich von pH 3 bis pH 8 nicht gefunden werden. Dies entspricht den Beobachtungen
von Philipp et al. (1979, 1982), die bei Symplexfällungen von Polyelektrolyten mit
großer Säurestärke und großer Basenstärke ebenfalls keinen pH-Einfluß feststellen
konnten. Eine Abhängigkeit vom pH-Wert tritt danach nur bei der Symplexfällung von
Polyelektrolyten mit geringer Säure- und Basenstärke auf, die in erster Line auf un-
vollständige Dissoziation der ionischen Gruppen zurückgeführt wird.
Mit dem Aufbringen von bis zu vier zusätzlichen Schichten auf die Membran durch
Tränken der Hohlkugeln in verdünnter, 0,5 % (w/w) SEC-Lösung und anschließen-
des Vernetzen mit verdünnter, 0,5 % (w/w) PDADMAC-Lösung wurde bei einzelnen
Kapseln zwar ein geringer Stabilitätsgewinn erreicht, dieser steht jedoch im Einzelfall
mit maximal 1 N in keinem Verhältnis zum experimentellen Aufwand.
Für den Einsatz zur Verkapselung von biologischem Material ist häufig eine Sterilisa-
tion aller beteiligten Substanzen erforderlich. Kapseln, die aus einer 20 Minuten bei
121 °C und 1 bar Überdruck in einer Sattdampfatmosphäre autoklavierten SEC- und
PDADMAC-Lösung hergestellt wurden, weisen eine um 40 % verminderte mechani-
sche Stabilität auf.
Bei Kapseln, hergestellt aus autoklavierten Polymeren, die außerdem noch
15 % (w/w) Maiskleber, 15 % (w/w) Biofeuchtmasse und 0,5 % (w/w) Hefeextrakt
enthielten, verringerte sich die mechanische Kapselstabilität auf etwa 15 % des ur-
sprünglichen Wertes.
5. 1. 2 Kapseln aus SEC und Chitosan
Für einen Ersatz des synthetisch hergestellten PDADMAC als kationisches Vernet-
zungsmittel für die SEC wurde das auf Basis des weltweit zweitwichtigsten nach-
wachsenden Rohstoffs Chitin hergestellte Polykation Chitosan auf seine Eignung zur
Bildung mechanisch stabiler Kapseln untersucht.
Bei Chitosan fiel nach einer Vorauswahl aus 15 Produkten die Entscheidung für zwei
Produkte, ein Produkt mit einer Molmasse von 6.000 g/mol und einem Deacetylie-
rungsgrad von 88% (s. Tab. 4. 3 Chitosan Nr. 1) und ein Produkt in Lebensmittel-
qualität (s. Tab. 4. 4 Chitosan Nr. 2). Die stabilsten Kapseln bei Verwendung von
Chitosan Nr. 2 (2,16 N) ergaben sich bei einer SEC-Konzentration von 3,0 % und ei-
ner Chitosan-Konzentration von ebenfalls 3,0 % bei Lagerung in deion. Wasser. Da
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mit Chitosan Nr. 1 doppelt so hohe Kapselstabilitäten erreicht wurden (s. u.) und die
Verwendung des hoch aufgereinigten Produkts in Lebensmittelqualität für einen
massenweisen Einsatz zu teuer ist, werden im folgenden nur Ergebnisse aus Versu-
chen unter Verwendung von Chitosan Nr. 1 dargestellt.
Im Gegensatz zu PDADMAC ist Chitosan in Wasser nur schwer löslich und kann nur
in verdünnten Säuren in Lösung gebracht werden. Das Chitosan wurde in dieser Ar-
beit in 1 % (w/w) Essigsäure kalt gelöst. Die pH-Werte der SEC- und der Chitosan-
Lösung wurden auf 3,5 eingestellt. Die gebildeten Kapseln besitzen im Vergleich zu
den SEC/PDADMAC-Kapseln eine wesentlich elastischere Membran.
5. 1. 2. 1 Konzentrationsscreening
Auch bei den SEC/Chitosan-Kapseln ist die mechanische Stabilität der Hohlkugeln
von den Konzentrationen der Polymerlösungen abhängig (Abb. 5. 8). Mit zunehmen-
der SEC-Konzentration nimmt die mechanische Stabilität der Kapseln zu, während
die Stabilität der Kapseln in Bezug auf die Chitosan-Konzentration ein Maximum
durchläuft, welches sich mit steigender SEC-Konzentration zu höheren Chitosan-
Konzentrationen hin verschiebt. Aufgrund der Viskosität können keine SEC-
Lösungen mit höheren Konzentrationen als 3,5 % (w/w) zur Bildung runder Kapseln
eingesetzt werden. Die stabilsten Kapseln (4,4 N) ergaben sich bei einer SEC-
Konzentration von 3,5 % und einer Chitosan-Konzentration von 8,0 %.
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Abb. 5. 8 Einfluß der Konzentration der Polymerlösungen auf die mechanische
Kapselstabilität (Chitosan Nr. 1, Lagerung in deion. Wasser).
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Auch bei den SEC/Chitosan-Hohlkugeln fallen die Stabilitäten geringer aus, wenn für
die Lagerung statt deionisiertem Wasser eine physiologische Kochsalzlösung
(0,9 % (w/w) NaCl) verwendet wird (Abb. 5. 9). Die Stabilitätsminderung fällt hier
aber mit 25 % wesentlich geringer aus als bei den SEC/PDADMAC-Kugeln (vgl.
Abb. 5. 3).
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Abb. 5. 9 Einfluß der Konzentration der Polymerlösungen auf die mechanische
Kapselstabilität (Chitosan Nr. 1, Lagerung in 0,9 % (w/w) NaCl).
5. 1. 2. 2 pH-Screening
Anders als bei der Bildung der SEC/PDADMAC-Hohlkugeln (vgl. 5. 1. 1. 4) spielt der
pH-Wert bei Verwendung von Chitosan als Vernetzungsmittel eine wichtige Rolle, da
Chitosan (pKs 6,3) nur nach Protonierung der Aminogruppen als Polykation vorliegt
und mit SEC einen Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplex bilden kann. Die stabilsten
Kapseln werden erhalten, wenn das Chitosan bei pH 3,5 gelöst und eingetropft wird.
Die erhaltenen Kapseln sind bei Lagerung im sauren pH-Bereich am stabilsten
(Abb. 5. 10). Bei pH>8 lösen sich die Kapseln erwartungsgemäß auf.
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Abb. 5. 10 Abhängigkeit der mechanischen Stabilität vom pH-Wert der Lage-
rungslösung (3 % SEC in 9 % Chitosan Nr. 1, gelagert in Citronensäu-
re/Phosphat-Puffer).
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5. 2 Optimierung der Anzucht von Hirsutella rhossiliensis
Zur Optimierung der Anzucht von Hirsutella rhossiliensis war zuerst die Ermittlung
der grundlegenden Wachstumsansprüche wie Temperatur, pH-Wert und wichtiger
Medienbestandteile erforderlich, da sie von dem in dieser Arbeit verwendeten Isolat
bisher nicht genau bekannt waren (s. 3. 7).
Temperaturanspruch und pH-Wert wurden durch Auslegen von 25 mit Pilz bewach-
senen Agarstückchen (∅ 5 mm) auf Festmedium der entsprechenden Zusammen-
setzung bestimmt (s. 4. 4. 2). Das Medium wurde sowohl auf Festmedien also auch
in Flüssigkulturen optimiert (s. 4. 4. 3).
Abb. 5. 11 zeigt Myzel von Hirsutella rhossiliensis bei Anzucht in Flüssigkultur. Gut
zu erkennen sind die im rechten Winkel von den Hyphen abstehenden flaschenför-
migen Phialiden, die nur beim Luftmyzel Sporen tragen (s. 3. 7).
Abb. 5. 11 Myzel von Hirsutella rhossiliensis bei Anzucht in Flüssigkultur
(1000fache Vergrößerung).
5. 2. 1 Wachstumsparameter
Das Temperaturoptimum des in dieser Arbeit verwendeten Hirsutella rhossiliensis-
Isolates liegt bei 20 °C (Abb. 5. 12 und Abb. 5. 13). Bei einer Temperatur von 30 °C
war kein Pilzwachstum mehr zu beobachten. Wurde der Pilz anschließend wieder
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bei niedrigeren Temperaturen inkubiert, wuchs er auch wieder entsprechend
Abb. 5. 12. Wurde H. rhossiliensis einmal Temperaturen von 35 °C oder mehr aus-
gesetzt, zeigte der Pilz keinerlei Wachstum mehr. Die Beobachtungen entsprechen
etwa denen, die für andere H. rhossiliensis-Isolate gemacht wurden, für die Tempe-
raturoptima zwischen 20 und 25 °C angegeben werden (s. 3. 7; Jaffee und Zehr
1985; Tedford et al. 1995; Velvis und Kamp 1996).
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Abb. 5. 12 Wachstum bei verschiedenen Temperaturen (GNA, pH 6).
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Abb. 5. 13 Temperaturoptimumkurve (Myzeldurchmesser nach 35 d, GNA, pH 6).
Hinsichtlich des pH-Wertes sind die Ansprüche des verwendeten H. rhossiliensis-
Isolates wesentlich weiter gefaßt (Abb. 5. 14). Ab einem pH-Wert von 5,0 wird das
Pilzwachstum von weiteren pH-Wert Steigerungen kaum beeinflußt, bei pH-Werten
von mehr als 7,0 wächst das Myzel jedoch zunehmend dünner. Im sauren pH-
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Bereich wächst das verwendete H. rhossiliensis-Isolat noch bei pH 3,0 und toleriert
kurzzeitig sogar ein noch saureres Milieu ohne sofort abzusterben.
Entsprechend diesen Ergebnissen und den Erfahrungen anderer Autoren mit ande-
ren H. rhossiliensis-Isolaten (s. 3. 7) wurde der Pilz in allen folgenden Versuchen bei
20 °C und pH 6,0 inkubiert.
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Abb. 5. 14 Wachstum bei verschiedenem pH (GNA, 20 °C).
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5. 2. 2 Medienoptimierung
In Anlehnung an die ersten Anzuchtversuche mit der Gattung Hirsutella (McLoed
1959 a, 1959 b) wurden Auswachsversuche auf Agar mit verschiedenen Zusam-
mensetzungen durchgeführt (Abb. 5. 15). Auf die Untersuchung anorganischer
Stickstoffquellen als Mediumsbestandteil wurde verzichtet, da sie zur Anzucht unge-
eignet sind (McLoed 1959 a).
Da in Gegenwart von Hefeextrakt die Zugabe von Magnesiumsulfat (MgSO4 ⋅ 7 H2O)
und Kaliumchlorid (KCl) keinen positiven Einfluß auf das Pilzwachstum hatten, wurde
bei allen späteren Versuchen auf eine Zugabe dieser Salze verzichtet.
Entgegen den Beobachtungen von McLoed (1959 b) kann bei dem hier verwendeten
H. rhossiliensis-Isolat für ein schnelles Wachstum der Hefeextrakt weder ganz noch
teilweise durch Glutamat ersetzt werden (Abb. 5. 16).
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% (w/w)Medien-
bestandteil GN-Agar 1 2 3 4 5
KH2PO4 0,10 - 0,10 - -
MgSO4 ⋅ 7 H2O 0,05 - - 0,05
KCl 0,05 - - - 0,05
Hefeextrakt 1,50 1,50 3,00 1,50 1,50 1,50
Agar-Agar 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Glucose 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Saccharose 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
deion. Wasser 94,80 95,00 93,50 94,90 94,95 94,95
Abb. 5. 15 Wachstum auf modifiziertem GN-Agar (pH 6, 20 °C).
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Abb. 5. 16 Einfluß von Glutamat (Glu) und Hefeextrakt (YE) auf das Wachstum
(pH 6, 20 °C, 2 % (w/w) Glucose).
Im Zusammenhang mit den Auswachsversuchen zur Medienoptimierung wurde auch
untersucht, ob das in dieser Arbeit verwendete PDADMAC Nr. 1 (s. 4. 1. 2) in den
zur Pilzverkapselung eingesetzten Konzentrationen einen negativen Einfluß auf das
Wachstum von H. rhossiliensis hat, da es sich bei PDADMAC um eine zyklische
quarternäre Ammoniumverbindung handelt und bekannt ist, daß viele quarternäre
Ammoniumverbindungen eine antimikrobielle Wirkung besitzen und deshalb als
Desinfektionsmittel eingesetzt werden (Wallhäußer 1995). Ein negativer Einfluß von
PDADMAC Nr. 1 auf das Pilzwachstum konnte in den untersuchten Konzentrationen
bis 3 % (w/w) jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 5. 17).
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Abb. 5. 17 Einfluß von PDADMAC Nr. 1 auf das Wachstum (pH 6, 20 °C,
0,5 % (w/w) YE, 2 % (w/w) Glucose).
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Aufgrund der Ergebnisse der vorangegangenen Versuche und in Anlehnung an Patel
(1998) wurde ein Flüssigmedium zur Anzucht von H. rhossiliensis im Schüttelkolben
und im Fermenter entwickelt (Abb. 5. 18). Glucose scheint als Kohlenstoffquelle zur
Anzucht von H. rhossiliensis besser geeignet zu sein als Saccharose (Medium 1
und 2). Eine Erhöhung der Glucosekonzentration von 2 % (w/w) auf 3 % (w/w) ver-
ringerte die Ausbeute an Biomasse. Wurde ein Teil des Hefeextraktes durch Gluta-
mat ersetzt, verringerte sich die Ausbeute (Medium 4 und 5) drastisch. Auch dies
steht im Widerspruch zu McLoed (1959 b), der den Hefextrakt teilweise durch
Glutamat ersetzen konnte. Ein Medium aus Glutamat als Stickstoffquelle und der
Zusatz einer Multivitaminmischung als Quelle für Vitamine, Provitamine und Spuren-
elemente ist für eine erfolgreiche Anzucht des Pilzes ebenfalls nicht geeignet (Medi-
um 5).
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Multivitaminmischung - - - - 1
Hefeextrakt 0,5 0,5 0,5 0,2 -
Natrium-Glutamat - - - 1 1
MES-NaOH-Puffer 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Glucose 2 - 3 - -
Saccharose - 2 - - -
deion. Wasser 96,7 96,7 95,7 96,0 95,2
Abb. 5. 18 Pilzausbeute bei Anzucht in verschiedenen Flüssigmedien (12 d,
120 UpM, 20 °C, pH 6).
Tab. 5. 1 zeigt die Zusammensetzung des optimierten Flüssigmediums, wie es zur
Anzucht von H. rhossiliensis im Schüttelkolben verwendet wurde. Mit nur 1 % (w/w)
Glucose und ohne MES-NaOH-Puffer, Penicillin und Streptomycin wurde es auch für
Fermentationen eingesetzt (s. 5. 3).
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Phosphatquellen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht gesondert untersucht. Da
auf einen Zusatz von Phosphat jedoch nicht verzichtet werden sollte, enthält das
Medium 0,1 % (w/w) di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4).
Tab. 5. 1 Zusammensetzung des optimierten Flüssigmediums (pH 6,0).
Medienbestandteil % (w/w)
Glucose 2,0
Hefeextrakt 0,5
MES-NaOH-Puffer 0,4
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,1
Penicillin 0,0025
Streptomycin 0,0025
deion. Wasser 96,595
Versuche, dieses Medium oder einzelne Bestandteile durch noch preiswertere tech-
nische Medien (Maismehl, Maisquellwasser, Bäckerhefe oder Kartoffelmehl;
s. 4. 4. 2, Tab. 4. 9) zu ersetzen, waren nicht erfolgreich, da das feine Myzel des Pil-
zes in allen Fällen zwar angewachsen ist, sich bei der Ernte aber nicht vollständig
von den zum Teil viskosen oder partikulären Medien trennen und quantifizieren ließ.
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5. 2. 3 Anzucht im Schüttelkolben
Viele Pilze, darunter auch H. rhossiliensis, bilden Pellets während der Kultivierung in
flüssigen Medien (Abb. 5. 19 und 5. 20). Die Pelletbildung ist hier jedoch uner-
wünscht, da das Myzel im Innern der Pellets aufgrund des mit zunehmender
Schichtdicke immer größer werdenden Transportwiderstandes für Stoffwechsele-
dukte und Sauerstoff schlecht versorgt wird und an Vitalität einbüßt oder sogar ganz
abstirbt. Auch eine Anreicherung in höheren Konzentrationen toxischer Stoffwech-
selprodukte kann hierzu zusätzlich beitragen.
Abb. 5. 19 Pilzpellet nach acht Tagen Inkubation in einem Schüttelkolben ohne
Schikanen (100 x).
Beim Auftreten von Pilzpellets sind im Prinzip zwei Fälle denkbar: Die Pellets können
in Form von Vollkugeln auftreten und einen Kern aus inaktiver oder toter Biomasse
besitzen oder es bilden sich Hohlkugeln durch Lysieren der inneren toten Zellen. Im
Fall von H. rhossiliensis wurde der zweite Fall beobachtet (Abb. 5. 20 links). Bei lan-
gen Inkubationszeiten in wenig gerührten oder geschüttelten flüssigen Medien wurde
ab einem Pelletdurchmesser von 1,7 mm die Bildung von Pilzhohlkugeln beobachtet,
während kleinere Pellets Vollkugeln waren. Die Wanddicke der Hohlkugeln war an-
nähernd konstant und betrug 0,5 mm bis 0,8 mm. Die Wand war in zwei Schichten
mit unterschiedlicher Farbe unterteilt: Die innere, hellere Schicht der Hohlkugeln war
etwas dünner als die äußere, dunkler gefärbte Schicht (Abb. 5. 20 links). Die Hohl-
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kugeln waren im Innern mit Flüssigkeit gefüllt und recht stabil. Vereinzelt wurde das
Auswachsen von neuem Pilzmyzel auf Basis der abgestorbenen und lysierten Zellen
in den Pilzhohlkugeln beobachtet (Abb. 5. 20 rechts).
Abb. 5. 20 Bildung von Pilzhohlkugeln und Wachstum von neuen Pilzpellets im In-
nern dieser (aufgeschnittenen) Pilzhohlkugeln (links 40 x, rechts 10 x).
Die Anzucht von H. rhossiliensis für die Verkapselungsversuche und zum Animpfen
der Fermentationen erfolgte in Schüttelkolben bei 20 °C in dem nach 4. 4. 3 opti-
mierten Flüssigmedium (Tab. 5. 1). Um das anwachsende Pilzmyzel in den Schüttel-
kolben nicht durch zu hohe Scherkräfte zu schädigen, wurden die Kulturen bis zum
vierten Tag bei 80 UpM geschüttelt und danach vier Tage bei 120 UpM (s. 4. 4. 4).
Die Wahl der Schüttelkolben (mit oder ohne Schikanen) hat bei der Anzucht großen
Einfluß auf die Beschaffenheit des Pilzmyzels, die entsprechend 4. 5. 4. 4 mittels
Siebanalyse bestimmt und als Partikelgrößenverteilungsdichte- und Partikelgrößen-
verteilungssummenkurve dargestellt ist (Abb. 5. 21 und 5. 22).
Wird für die Anzucht ein Schüttelkolben ohne Schikanen verwendet, zeigt
H. rhossiliensis ein pelletförmiges Wachstum (vgl. Abb. 5. 19). Der Myzelgrößenver-
teilung (Abb. 5. 21) ist zu entnehmen, daß weniger als 40 % des Pilzmyzels kleiner
ist als 500 µm. Der größte Anteil wurde bereits auf einem Sieb mit 1000 µm Ma-
schenweite zurückgehalten.
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Abb. 5. 21 Myzelgrößenverteilung bei Anzucht in einem Kulturkolben ohne Schi-
kanen (pelletförmiges Pilzmyzel).
Wenn dagegen zur Anzucht Kulturkolben mit Schikanen verwendet werden, bildet
sich fein disperses Pilzmyzel (vgl. Abb. 5. 11). Etwa 95 % der gebildeten Biomasse
sind kleiner als 500 µm. Die größte Fraktion liegt bei 300 µm und hat einen Anteil
von etwa 45 % (Abb. 5. 22).
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Abb. 5. 22 Myzelgrößenverteilung bei Anzucht in einem Kulturkolben mit drei Schi-
kanen (fein disperses Pilzmyzel).
Die Ausbeute an Biotrockenmasse lag bei Anzucht in einem Kulturkolben mit drei
Schikanen durchschnittlich bei 4,1 g⋅l-1. Das entspricht etwa 50 g⋅l-1 Biofeuchtmasse.
Der Trockensubstanzgehalt der Biofeuchtmasse betrug durchschnittlich 8 %. Die
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Glucose war mit etwa 5 g⋅l-1 zum Zeitpunkt der Ernte noch nicht vollständig ver-
braucht (Abb. 5. 23).
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Abb. 5. 23 Anzucht von H. rhossiliensis in Schüttelkultur (Kolben mit drei Schika-
nen).
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5. 3 Fermentation von Hirsutella rhossiliensis
Für einen großflächigen Einsatz von verkapseltem H. rhossiliensis zur biologischen
Schädlingsbekämpfung ist eine Pilzanzucht in großem Maßstab erforderlich. Im Ge-
gensatz zu vielen anderen nematophagen Pilzen, die als obligate Parasiten nur
schwer oder garnicht auf künstlichen Medien vermehrt werden können (Mankau
1980 b; Jatala 1986; Wyss und Voß 1986; Dowe 1987; Kerry 1989, 1990 b; Stirling
1991; Kerry 1993; Kerry und Hominick 1999), ist H. rhossiliensis in Massen auf fe-
sten und in flüssigen Medien anziehbar (vgl. 3. 7, 5. 2 und 5. 3). Die Anzucht sollte
vorzugsweise im Fermenter durchgeführt werden. Dabei soll der Pilz nach der Fer-
mentation möglichst vital sein, um später schnell aus den Kapseln auswachsen zu
können. Die Verkapselung von möglichst fein disperser, pilzlicher Biomasse ermög-
licht das Auswachsen vieler einzelner keimfähiger Myzelstückchen aus den Kapseln.
Fein verteilter Pilz in den Kapseln ist bei gleicher Biomassemenge daher wesentlich
effektiver als wenige grobe Pilzpellets. Feines Pilzmyzel erleichtert dabei nicht nur
die Herstellung der Pilzkapseln, sondern ermöglicht natürlich auch die Produktion
möglichst kleiner Kapseln, die dann ihrerseits effektiv im Boden verteilt werden kön-
nen.
Die Unterdrückung der unerwünschten Pelletbildung bei der Fermentation kann z. B.
durch konstruktive Merkmale des Fermenters (z. B. Geometrie, Schlaufenreaktor,
Rührer), erhöhten Energieeintrag (z. B. höhere Rührerdrehzahl, Begasungsrate)
oder durch Zusatzstoffe erreicht werden (Irvine 1990; Kleespies et al. 1998). In die-
ser Arbeit wurde gezeigt, daß insbesondere die Beschaffenheit des Inokulums gro-
ßen Einfluß auf das Pilzwachstum während der Fermentation hat (s. 5. 3. 2).
5. 3. 1 Bestimmung der spezifischen Glucoseaufnahme- und der Wachs-
tumsrate
Für die mathematische Beschreibung des Wachstums von H. rhossiliensis und die
Bestimmung wichtiger Wachstumsparameter wurde das Wachstumsmodell von Mo-
nod zugrunde gelegt (s. 4. 5. 3).
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Abb. 5. 24 Zunahme der Biotrockenmasse und Abnahme der Glucosekonzentrati-
on im Verlauf der Fermentation.
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Abb. 5. 25 Verlauf der spezifischen Wachstums- und Glucoseaufnahmerate wäh-
rend der Fermentation.
Die Untersuchungen wurden in einem 5 l-Fermenter mit länglicher Geometrie durch-
geführt (s. 4. 5. 1, Tab. 4. 6). Grundlage der Berechnungen der Wachstumsparame-
ter sind die Verläufe von Biotrockenmasse, Glucosekonzentration, spezifischer
Wachstums- und Glucoseaufnahmerate (Abb. 5. 24 und 5. 25).
Tab. 5. 2 gibt einen Überblick über die Einstellungen während der Fermentation so-
wie über die entsprechend 4. 5. 3 bestimmten Wachstumsparameter.
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Tab. 5. 2 Fermentationen zur Bestimmung wichtiger Wachstumsparameter
5 l-Fermenter
Einstellungen:
Rührerdrehzahl / UpM 100
Begasungsrate / V/VM1) 1,6
Begasungsrate / l/min 8,0
Temperatur / °C 20,0
Wachstumsparameter:
Biotrockenmasse (nach etwa 50 h) / g∙l-1 3,2
Max. spezifische Wachstumsrate µmax / h
-1 0,06
Min.Verdopplungszeit td / h 11,5
DurchschnittlicheVerdopplungszeit td / h 15,9
Max. spezifische Substrataufnahmerate / h-1 0,121
Ertragskoeffizient (nach etwa 50 h) 0,44
1) Volumenstrom der Zuluft in l/min bezogen auf das Arbeitsvolumen in l
Während einer Fermentationsdauer von 50 Stunden wurden insgesamt 16 g Bio-
feucht- bzw. 3,2 g∙l-1 Biotrockenmasse gebildet. Die maximale spezifische Wachs-
tumsrate µmax konnte mit 0,06 h
-1 bestimmt werden (s. 4. 5. 3, Gl. 4. 4). Erst 15 h
nach Erreichen der maximalen spezifischen Wachstumsrate wurde auch die maxi-
male Glucoseaufnahmerate (s. 4. 5. 3, Gl. 4. 7; Abb. 5. 25) erreicht. Möglicherweise
kann bei geringen spezifischen Wachstumsraten die erforderliche Energie auch aus
dem Hefeextrakt gewonnen werden, so daß Glucose erst nach Verbrauch der ent-
sprechenden Komponenten des Hefeextrakts in zunehmendem Maße aufgenommen
wird (s. u.).
Die Verdopplungszeit, d. h. die Zeit, in der sich die Zellmasse des Pilzes verdoppelt
(s. 4. 5. 3, Gl. 4. 5), liegt durchschnittlich bei 15,9 h und fällt nach etwa 26 h auf
11,5 h ab. Der als Quotient des Ertrages (s. 4. 5. 3, Gl. 4. 9) und der Substratauf-
nahme definierte Ertragskoeffizient (s. 4. 5. 3, Gl. 4. 10) liegt bei 44 %. Der Ertrags-
koeffizient muß allerdings mit einer gewissen Vorsicht betrachtet werden, da bei sei-
ner Berechnung nur Glucose als Substrat berücksichtigt wurde. Neben Glucose, die
im Fermentationsmedium in einer Konzentration von 1 % enthalten ist, wurde auch
Hefeextrakt in einer Konzentration von 0,5 % zugesetzt. Bei gleichzeitiger Anwesen-
heit eines Zuckers und von Hefeextrakt ergibt sich eine Trennung zwischen Energie-
und Kohlenstoffquelle (Dellweg 1987). Hefeextrakt beinhaltet alle wesentlichen Bau-
steine von Hefezellen. Da Hefen und Pilze eng verwandt sind, einen ähnlichen
Stoffwechsel besitzen und auch ähnliche Nährstoffe verwerten, wird der Pilz zur Bil-
dung neuer Biomasse anfangs vermutlich fast ausschließlich Hefeextrakt verwen-
den. Glucose dient in diesem Fall lediglich der oxidativen Energiegewinnung. Erst
wenn die entsprechenden Anteile aus dem Hefeextrakt aufgebraucht sind, werden
auch aus Glucose neue Zellbausteine aufgebaut. Dies könnte auch erklären, warum
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die spezifische Glucoseaufnahmerate der spezifischen Wachstumsrate hinterherläuft
(s. o.). Will man also den zeitlichen Verlauf des Ertragskoeffizienten bestimmen, so
ergibt sich am Anfang der Fermentation das Problem, daß ein großer Teil des auf-
genommenen Substrats sich zwar in der Bildung von Biotrockenmasse (Zähler),
nicht aber in der Aufnahme von Substrat (Nenner) niederschlägt, so daß Ertrags-
koeffizienten von mehr als 100 % erhalten werden, die keine sinnvolle Aussage über
das Wachstum des Pilzes zulassen.
Um zu überprüfen, ob das Wachstumsmodell nach Monod hier auf das Wachstum
des filamentösen Pilzes H. rhossiliensis übertragen werden darf, wurde zur Kontrolle
mit den berechneten Wachstumsraten und Verdopplungszeiten nach Dellweg (1987)
die am Ende der Fermentation zu erwartenden Biotrockenmassen berechnet
(s. 4. 5. 3, Gl. 4. 11) und mit den tatsächlichen Werten verglichen. Danach wird eine
Biotrockenmassekonzentration von 3,9 g∙l-1 erwartet. Die gemessenen Biotrocken-
massekonzentration liegt bei 3,2 g∙l-1. Der kleine Unterschied zwischen der erwarte-
ten und den gemessenen Biotrockenmassekonzentration beruht wahrscheinlich zum
Teil auf dem Problem, daß im Verlauf der Entnahme, der Aufbereitung, der Analytik
und der Auswertung der Proben die Abweichung vom wahren Wert zunimmt. Da die
Werte aber dennoch eine recht gute Übereinstimmung zeigen, kann angenommen
werden, daß das herangezogene Berechnungsmodell mit ausreichender Genauigkeit
auch auf das Wachstum des filamentösen Pilzes H. rhossiliensis anwendbar ist.
5. 3. 2 Herstellung von fein dispersem Pilzmyzel
Ziel war die fermentative Herstellung fein disperser Biomasse von H. rhossiliensis,
die insbesondere zur Verkapselung und für die Wirkung beim Einsatz in der biologi-
schen Nematodenbekämpfung besonders vorteilhaft ist (s. 5. 3). Dazu wurde jeweils
entsprechend 4. 5. 4. 4 mit Siebanalysen die Partikelgrößenverteilung der angezo-
genen Biomasse bestimmt und als Partikelgrößenverteilungsdichte- und Partikelgrö-
ßenverteilungssummenkurve dargestellt.
Es hat sich gezeigt, daß bereits die Beschaffenheit des Pilzmyzels der zum Animp-
fen des Fermenters verwendeten Vorkultur die Größe des Myzels bei der Fermenta-
tion beeinflußt.
Wird eine Vorkultur mit grobem, pelletförmig gewachsenen Pilzmyzel (Abb. 5. 21)
zum Animpfen einer Fermentation verwendet, bildet der Pilz auch im Fermenter pel-
letförmiges Myzel (Abb. 5. 26). Nach der Fermentation waren im Vergleich mit der
Vorkultur sogar nur noch weniger als 25 % des Pilzmyzels kleiner als 500 µm.
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Abb. 5. 26 Myzelgrößenverteilung nach einer Fermentation bei 100 UpM und
0,4 V/VM unter Verwendung eines pelletförmigen Inokulums.
Bei Verwendung von fein disperser Biomasse als Inokulum (Abb. 5. 22) wächst auch
im Fermenter feines Pilzmyzel heran (Abb. 5. 27).
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Abb. 5. 27 Verteilungsdichte- und Verteilungssummenkurven bei unterschiedlich
hohem Leistungseintrag durch Rühren.
Dabei spielt der Leistungseintrag in den Fermenter durch verschiedene Rührerdreh-
zahlen (100 und 400 UpM) kaum eine Rolle. Die Unterschiede zwischen den Parti-
kelgrößenverteilungen beider Fermentationen sind sehr gering. Die Hauptfraktion lag
jeweils im Partikelgrößenintervall zwischen 200 und 300 µm. Bei geringem Lei-
stungseintrag enthielt sie 40 %, bei hohem Leistungseintrag 42 % der Trockenma-
sse. Unter 500 µm lagen bei schwachem Rühren 85 %, bei starkem Rühren 93 %
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der Trockenmasse. Das unerwünschte Wachstum von Pellets wird also auch bei nur
100 UpM erfolgreich unterdrückt.
Die Bestimmung wichtiger Wachstumsparameter zeigte keine großen Unterschiede
zwischen den beiden Fermentationen (Tab. 5. 3).
Tab. 5. 3 Vergleich des Pilzwachstums bei unterschiedlich hohem Leistungsein-
trag durch Rühren
Hoher
Leistungseintrag
(400 UpM)
Geringer
Leistungseintrag
(100 UpM)
Einstellungen:
Rührerdrehzahl / UpM 400 100
Begasungsrate / V/VM 0,4 0,4
Begasungsrate / l/min 2,0 2,0
Temperatur / °C 20,0 20,0
Ergebnisse:
Biotrockenmasse (nach etwa 50 h) / g∙l-1 5,0 3,7
Max. spezifische Wachstumsrate µmax / h
-1 0,066 0,057
Min. Verdopplungszeit td / h 10,5 12,1
DurchschnittlicheVerdopplungszeit td / h 16,9 20,0
Max. spezifische Substrataufnahmerate / h-1 0,075 0,070
Ertragskoeffizient (nach etwa 50 h) 0,57 (0,99)
Die Verdopplung der Pilzmasse nahm bei 100 UpM durchschnittlich 20,0 h in An-
spruch, etwa 3 h mehr als bei 400 UpM. Auch die minimale Verdopplungszeit inner-
halb der exponentiellen Wachstumsphase lag mit einem Wert von 12,1 h etwa 1,6 h
über dem Wert, der sich bei 400 UpM einstellte, und wurde nach rund 35 h erreicht.
Aufgrund dieser Wachstumsverzögerung bildeten sich bei 100 UpM nur 3,7 g∙l-1 Bio-
trockenmasse. Dagegen wurden bei 400 UpM 5,0 g∙l-1 Biotrockenmasse erhalten.
Bei der Berechnung von Ertragskoeffizienten ist bereits auf Probleme hingewiesen
worden (s. o.), die auch hier wieder deutlich werden. Bei geringem Leistungseintrag
ergibt sich rechnerisch ein Ertragskoeffizient von 0,99. Es ist jedoch nicht möglich,
daß 99 % des aufgenommenen Substrats der Bildung von Biomasse und nur 1 %
der Bereitstellung von Energie dienen. Die Zunahme an Biotrockenmasse muß auf
der verstärkten Aufnahme von Hefeextrakt am Anfang der Fermentation beruhen,
die aber schwer zu bestimmen ist.
Die Herstellung fein disperser Biomasse von H. rhossiliensis kann im Fermenter er-
folgen, wenn zum Animpfen bereits feines Pilzmyzel verwendet wird. Der Leistungs-
eintrag durch den Rührer in den Fermenter hat kaum einen Einfluß auf die Partikel-
größenverteilung. Bei einer höheren Drehzahl wird jedoch eine größere Pilzausbeute
erzielt.
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5. 4 Optimierung von Auswachsen und Sporulation des Pilzes aus den
Kapseln
Da der Einsatz freier Organismen zur biologischen Nematodenbekämpfung in der
Regel nicht erfolgreich ist (Stirling 1991, Siddiqui und Mahmood 1996; Patel 1998),
erfolgt in dieser Arbeit der Einschluß des Nützlings Hirsutella rhossiliensis in Kap-
seln.
Im Gegensatz zu allen anderen Formulierungsversuchen in Alginat, bei denen nur
H. rhossiliensis verkapselt wurde (Lackey et al. 1993; Jaffee et al. 1995; Jaffee und
Muldoon 1995; Tedford et al. 1995; Robinson und Jaffee 1996; Jaffee und Muldoon
1997; Jaffee 1999, 2000) erfolgte hier der Einschluß des Pilzes zusammen mit Nähr-
stoffen in Hohlkugeln auf Basis von SEC und PDADMAC, die größere Vorteile er-
warten lassen (Patel 1998). Im flüssigen Kern der Hohlkugeln kann der Pilz in Ge-
genwart der Nährstoffe wie in einer Art „Minifermenter“ schnell anwachsen, ver-
gleichbar auch mit dem Wachstum der Pilzhyphen im Körper eines infizierten Ne-
matoden (vgl. 3. 7). H. rhossiliensis wächst aus den Kapseln aus, verbreitet sich im
Boden und bildet an den Spitzen der Phialiden die Sporen, die die Nematoden ab-
töten.
Ferner bringt die klassische Formulierung in Alginat gerade bei einem massenweisen
Einsatz in der biologischen Schädlingsbekämpfung aufgrund des hohen Preises
(Fravel et al. 1998), der Förderung des Wachstums unerwünschter Mikroorganismen
(Lohmann 1989; Cassidy et al. 1996) und einer eventuell auftretenden Beeinträchti-
gung des Wurzelwachstums (Lohmann 1989; Schuster und Sikora 1992) Nachteile
mit sich.
Neben dem Schutz und der kontrollierten Freisetzung des nematophagen Pilzes soll
die  Formulierung auch die Lagerung und die einfache Ausbringung der Organismen
ermöglichen (Stirling 1988 a, 1991; Stirling und Mani 1995). Für die hier hergestellten
SEC/PDADMAC-Kapseln ist eine Ausbringung im Boden um den Zuckerrübensamen
herum geplant, die sich z. B. mit in der landwirtschaftlichen Praxis bereits vorhande-
nen Maschinen realisieren läßt. Diese Maschinen werden normalerweise dazu ver-
wendet, während der Aussat gleichzeitig in Kapseln formulierten Dünger in der Um-
gebung des Samens in den Boden einzuarbeiten (z. B. Nokka-Tume OY 1999).
Das Auswachsverhalten von H. rhossiliensis aus den Kapseln wurde durch Auslegen
der verschiedenen hergestellten Kapseln auf Wasseragar bei pH 6,0 untersucht (vgl.
Abb. 5. 29 und Abb. 5. 30). Die Petrischalen wurden bei 20 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von etwa 75 % inkubiert. Alle zwei bis drei Tage wurde mit einer Ste-
reolupe der Durchmesser des kreisförmig auswachsenden Myzels gemessen. Aus-
gemessen wurden je Variation mindestens 20 Kapseln. Die Standard-Abweichung
wurde jeweils nur für eine Kapselsorte angegeben, für die anderen Kapseln war sie
jeweils ähnlich. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich über 35 Tage. Eine Aus-
weitung dieses Zeitraums wurde nicht vorgenommen, denn bei der Bekämpfung des
5 Ergebnisse und Diskussion
112
Zuckerrübennematoden Heterodera schachtii sind nur die ersten zwei bis drei Wo-
chen von Bedeutung, in denen die Zuckerrübenkeimlinge eines besonderen Schut-
zes bedürfen. In dieser Zeit muß der Pilz aus der Kapsel schnell auswachsen und
sich im Boden etablieren.
Die Optimierung der SEC/PDADMAC-Kapseln findet sich unter 5. 4. 1, ein Vergleich
mit anderen Kapselsystemen, u. a. Calciumalginatvollkugeln, unter 5. 4. 2.
5. 4. 1 Kapseln aus SEC und PDADMAC
Zur Herstellung der SEC/PDADMAC-Kapseln wurde H. rhossiliensis ensprechend
4. 4 bzw. 5. 2. 3 im Schüttelkolben angezogen und, wie unter 4. 6. 1. 1 angegeben,
in Hohlkugeln aus SEC und PDADMAC Nr. 1 verkapselt.
5. 4. 1. 1 Biomassegehalt
Um den angezogenen bzw. fermentierten Pilz effektiv nutzen zu können, sollte der
Biomassegehalt der Kapseln möglichst gering sein. Eine Variation des Biofeucht-
massegehaltes zwischen 15 und 0,1 % (w/w) zeigt, daß sich kaum Auswirkungen auf
das Auswachsverhalten aus den Kapseln ergeben (Abb. 5. 28 und Abb. 5. 29). Le-
diglich die Kapseln mit nur 0,1 % (w/w) Biomasse zeigen ein geringfügig schlechte-
res Auswachsverhalten (Abb. 5. 28). Das Pilzwachstum aus den Kapseln mit gerin-
ger Biomassebeladung ist hier sogar noch besser als in einem ähnlichen Versuch
von Patel (1998).
Geringe Biomassebeladungen machen es möglich, bei der Verkapselung die Kultur-
brühe der Pilzernte aus der Anzucht in Flüssigkultur ohne weitere Aufarbeitung direkt
einzusetzen. Kapseln, die in einem Versuch auf diese Weise hergestellt wurden,
standen denen mit geernteter und aufbereiteter Biomasse hinsichtlich des Aus-
wachsverhaltens in nichts nach.
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Abb. 5. 28 Auswachsen aus Kapseln mit unterschiedlicher Biomassebeladung
(Kapselmedium: 15 % Maiskleber und 0,5 % Hefeextrakt).
Abb. 5. 29 Auswachsende Kapseln mit unterschiedlicher Biomassebeladung nach
35 d (Kapselmedium: 15 % Maiskleber und 0,5 % Hefeextrakt).
5. 4. 1. 2 Wachstumsmedium
Da der Schutz der Wurzeln der jungen Zuckerrübenpflänzchen vor einem Befall mit
den Larven des Nematoden Heterodera schachtii gerade in den ersten zwei bis drei
Wochen nach der Aussaat besonders wichtig ist (s. 3. 4), muß der Pilz möglichst
schnell und möglichst weit aus den Kapseln auswachsen. Da H. rhossiliensis nur
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über geringe saprophytische Eigenschaften verfügt (Sturhan und Schneider 1980; s.
3. 7), ist das mitverkapselte Medium für ein schnelles und möglichst weitreichendes
Wachstum des Myzels von entscheidener Bedeutung (Abb. 5. 30). Patel (1998) ver-
wendete u. a. den bei der Maisstärkegewinnung als Abfallprodukt anfallenden und
als Viehfutter eingesetzten Maiskleber (Concentra 13883, Cerestar Deutschland
GmbH, Krefeld) und Hefeextrakt als Kapselmedium. Ausgehend von diesem Medium
(15 % (w/w) Maiskleber und 0,5 % (w/w) Hefeextrakt) wurden die folgenden Optimie-
rungen durchgeführt.
 nach dem Auslegen  7 d  10 d
 15 d  20 d  35 d
Abb. 5. 30 Auswachsen aus Kapseln mit 15 % BFM, 15 % Maiskleber und 0,5 %
Hefeextrakt.
Der Versuch, dem Abb. 5. 31 zugrunde liegt, zeigt, daß eine Absenkung der Mais-
klebermenge von 15 % auf 5 % und eine Absenkung der Hefeextrakt-Konzentration
von 0,5 % auf 0,2 % kaum einen Einfluß auf das Auswachsen von Hirsutella rhossili-
ensis aus den Kapseln haben. Fehlt der Hefeextrakt ganz, wachsen die Kapseln ge-
rade in den interessanten ersten 15 Tagen etwas langsamer aus.
In einem weiteren Versuch wurde das Auswachsverhalten bei noch geringeren Mais-
kleber und Hefeextraktgehalten untersucht (Abb. 5. 32). Zum Vergleich mit dem er-
sten Experiment (Abb. 5. 31) wurden nochmals Kapseln mit 15 % Maiskleber und
0,5 % Hefeextrakt hergestellt.
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Abb. 5. 31 Auswachsen aus Kapseln mit unterschiedlichem Maiskleber- (MK) und
Hefeextraktgehalt (YE) I (15 % Biofeuchtmasse).
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Abb. 5. 32 Auswachsen aus Kapseln mit unterschiedlichem Maiskleber- (MK) und
Hefeextraktgehalt (YE) II (15 % Biofeuchtmasse).
Dieser Versuch zeigt, daß der Maiskleber nur einen geringen Einfluß auf das Aus-
wachsverhalten hat. Kapseln mit nur 1 % Maiskleber und 0,1 % Hefeextrakt bzw.
solche ohne Maiskleber und mit 0,5 % Hefeextrakt zeigen ein ähnliches Auswachs-
verhalten wie die Kapseln, die 15 % Maiskleber und 0,5 % Hefeextrakt enthalten.
Allerdings zeigte dieser Versuch auch, daß die Bewertung des Auswachsverhaltens
aufgrund des mit der Stereolupe gemessenen Myzeldurchmessers nicht alle Fakto-
ren berücksichtigt. So wird z. B. die Dichte des ausgewachsenen Myzels nicht be-
rücksichtigt. Gerade aber die Myzeldichte unterscheidet sich in diesem Versuch er-
heblich. Bei großen Hefeextraktkonzentrationen ist das Myzel wesentlich dichter als
bei geringeren Konzentrationen. Der Einfluß dieses Parameters kann nur durch Be-
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stimmung der Anzahl der gebildeten Sporen (vgl. 5. 4. 1. 3) oder besser noch im
Rahmen von Wirksamkeitsuntersuchungen geklärt werden.
Da es im Zusammenhang mit den Pathogenitätsuntersuchungen der Kapseln mit
Maiskleber und Hefeextrakt zu einer starken Beeinträchtigung des Wurzelwachstums
der Zuckerrübenpflänzchen aufgrund des mikrobiologischen Abbaus dieser Materia-
lien gekommen ist, (s. 5. 5; Gutberlet 2000), mußten Alternativen zu diesem Kap-
selmedium gefunden werden. Ferner kommt zu dem hohen Preis des Hefeextrakts
bei massenweisem Einsatz als weiterer Nachteil noch hinzu, daß bei einer Anwen-
dung der Kapseln mit Maiskleber und Hefeextrakt die Menge des in den Ackerboden
eingetragenen Stickstoffs sehr hoch wäre, was die Qualität der Zuckerrüben mindern
könnte (Geisler 1983; Bornscheuer 1986).
Es ist bekannt, daß z. B. gerade die niedermolekularen Inhaltsstoffe des Hefeex-
trakts durch die Kapselmembran hindurch nach außen diffundieren können (Patel
1998). Diese Tatsache wurde auch bei der Herstellung der Pilzkapseln (s. 4. 6. 1. 1
und 4. 6. 2) in der Form berücksichtigt, daß die Kapseln nach der Herstellung immer
mit Wasser unter Zusatz der gleichen Hefeextraktkonzentration wie in den Kapseln
gewaschen und bei Bedarf auch in solchen Lösungen gelagert werden mußten. Als
Alternative zum Kapselmedium aus Maiskleber und Hefeextrakt sind daher aus-
schließlich höhermolekulare Medienbestandteile einsetzbar, die nur langsam oder
garnicht aus den Kapseln in den Boden diffundieren und dort als Medium dem
Wachstum unerwünschter Bodenorganismen dienen können. Der Nachteil, daß hö-
hermolekulare Medienbestandteile in der Regel langsamer verstoffwechselt werden,
was hier zu einem unerwünschten, langsameren Auswachsen des Pilzes aus den
Kapseln führen könnte, wurde im folgenden Versuch dadurch kompensiert, daß dem
Pilz mit autoklavierten Bäckerhefezellen (Deutsche Hefe Werke, Hamburg) oder dem
Hefepulver Auxoferm (Ohly GmbH, Hamburg) Substanzen als Medium angeboten
wurden, die seinen zelleigenen Verbindungen hinsichtlich Zusammensetzung und
Mengenverteilung sehr ähnlich waren.
Abb. 5. 33 zeigt deutlich, daß hinsichtlich des Auswachsverhaltens Maiskleber und
Hefeextrakt problemlos durch Bäckerhefe oder das Hefepulver Auxoferm ersetzt
werden können. Die Kapseln der letzten Versuchsvariante enthielten 1 % (w/w) Bäk-
kerhefe und wurden vor dem Auslegen für zwei Stunden in einem großen Volumen
Wasser gelagert. Da das Wasser nach der Lagerung noch klar war und die Kapseln
kein verschlechtertes Auswachsverhalten zeigten, kann gefolgert werden, daß zu-
mindest keine für das Wachstum von H. rhossiliensis benötigten Medienbestandteile
aus den Kapseln herausdiffundiert sind. Da das Hefepulver Auxoferm teurer ist als
Bäckerhefe, wurden die Kapseln mit 1 % (w/w) Biofeuchtmasse und 1 % (w/w) Bäk-
kerhefe für die weiteren Pathogenitätstests ausgewählt (s. 5. 5; Gutberlet 2000).
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Abb. 5. 33 Auswachsen aus Kapseln mit unterschiedlichem z. T. höhermolekula-
rem Medium ( *) vor dem Auslegen 2 h in einem Überschuß Wasser
gelagert).
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5. 4. 1. 3 Sporulation
Neben dem schnellen und weitreichenden Wachstum des Myzels im Boden ist die
Sporenbildung des Pilzes von entscheidener Bedeutung (s. 3. 7).
Von anderen nematophagen Pilzen ist aus der Literatur bekannt, daß sie nur dann
eine besonders hohe räuberische Aktivität besitzen bzw. ihre Organe zum Fangen
der Nematoden nur dann bilden, wenn sie unter Stickstofflimitierung wachsen
(Hayes und Blackburn 1966 b; Rubner und Bernitzky 1992). Gutes Myzelwachstum
ist dabei nicht unbedingt mit hoher räuberischer Aktivität verbunden (Hayes und
Blackburn 1966 a, 1966 b). Untersuchungen zum Sporulationsverhalten von H. rhos-
siliensis sind von Lackey et al. (1992) durchgeführt worden. Es wurde allerdings nur
gezeigt, daß das aus abgetöteten Nematoden auswachsende Pilzmyzel sich hin-
sichtlich Wachstum und Sporulation nicht von Myzel unterscheidet, das in Flüssig-
kultur angezogen wurde. Kohlenstoff/Stickstoff-Verhältnisse wurden nicht berück-
sichtigt.
In Optimierungsversuchen im kleineren Maßstab wurde daher der Einfluß verschie-
dener Kohlenstoff/Stickstoff-Verhältnisse auf das Auswachsen und die Sporulation
untersucht. Da Auswachsverhalten und Sporulation nicht getrennt betrachtet werden
können, sind die entsprechenden Auswachskurven (Abb. 5. 34 und Abb. 5. 36) im-
mer den jeweiligen Sporulationsverläufen (Abb. 5. 35 und Abb. 5. 37) vorangestellt.
Die Kapseln wurden hergestellt wie unter 4. 6. 1. 1 beschrieben. Die Biomassebela-
dung betrug 1 % Biofeuchtmasse. Zur Bestimmung der gebildeten Sporen wurden
mindestens 20 auf Wasseragar ausgewachsene Kapseln gut mit Ethanol abgewa-
schen, die Sporensuspension durch eine Fritte filtriert und das Filtrat eingedampft.
Nach Resuspension mit einer definierten Menge Triton-X-Lösung wurden die Sporen
mit einer Zählkammer unter dem Mikroskop ausgezählt. Da unter dem Mikrospkop
nur „frische“ runde Sporen gezählt werden können, werden abgefallene und keimen-
de Sporen nicht berücksichtigt. Dies erklärt auch das Abfallen der Kurven der gebil-
deten Sporen. Da jedoch nur die ersten 2-3 Wochen von Interesse sind, spielt dieses
Problem hier keine bedeutende Rolle. Für die Abb. 5. 34 und 5. 35 wurden die un-
terschiedlichen C/N-Verhältnisse mit Glucose und Hefeextrakt eingestellt. Da diese
Substrate für einen Einsatz in der Praxis ungeeignet sind, da sie ähnliche Diffusions-
und Folgeprobleme wie Maiskleber und Hefeextrakt erwarten lassen (s. 5. 4. 1. 2),
wurden im nächsten Versuch zusätzlich technische Medienbestandteile verwendet.
Dabei wurde das C/N-Verhältnis aus dem ersten Versuch beibehalten. Da im ersten
Versuch die Dichte des gewachsenen Pilzmyzels etwas geringer war als im zweiten
Versuch, fällt auch die Anzahl der gezählten Sporen etwas geringer aus als im
zweiten Versuch.
Abb. 5. 35 und 5. 37 deuten an, daß das C/N-Verhältnis des Kapselmediums einen
Einfluß auf die Sporulation des Pilzes hat. Enthält das Medium wenig Stickstoff, wer-
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den viele Sporen gebildet. Enthält das Kapselmedium überhaupt keinen Stickstoff,
ist das Auswachsen des Pilzes gerade in den wichtigen ersten 2-3 Wochen sehr
schlecht. Für genauere Aussagen sind allerdings weitere Untersuchungen erforder-
lich.
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Abb. 5. 34 Auswachsverhalten bei verschiedenen mit Glucose (Gluc) und Hefeex-
trakt (YE) eingestellten C/N-Verhältnissen (1% BFM).
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Abb. 5. 35 Anzahl der gebildeten Sporen bei verschiedenen mit Glucose (Gluc)
und Hefeextrakt (YE) eingestellten C/N-Verhältnissen (BH Bäckerhefe).
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Abb. 5. 36 Auswachsverhalten bei verschiedenen mit technischen Substraten ein-
gestellten C/N-Verhältnissen (1 % BFM, BH Bäckerhefe, St Stärke, KSt
Kartoffelstärke).
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Abb. 5. 37 Anzahl der gebildeten Sporen bei verschiedenen mit technischen Sub-
straten eingestellten C/N-Verhältnissen (1 % BFM, BH Bäckerhefe, St
Stärke, KSt Kartoffelstärke).
Hinsichtlich Auswachsverhalten und Sporulation scheint ein Kapselmedium aus
0,25 % (w/w) Bäckerhefe und 1,71 % (w/w) Kartoffelstärke bisher am besten geeig-
net zu sein. Pathogenitätstests mit diesen Kapseln stehen allerdings noch aus.
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5. 4. 1. 4 Trocknung und Lagerung
Neben Auswachsverhalten und Sporulation ist für einen Einsatz der Pilzkapseln in
der Praxis eine Trocknung und Lagerung von großer Bedeutung.
Bei den ersten Trocknungsversuchen wurden feuchte Kapseln mit 1 % (w/w) Bio-
feuchtmasse und 3 % (w/w) Bäckerhefe entsprechend 4. 6. 1. 1 hergestellt und an-
schließend getrocknet, wie unter 4. 7 angegeben. Nach der Trocknung sind die Kap-
seln stark eingefallen und besitzen keine runde Form mehr, was sicherlich auf ihren
hohen Wasseranteil von über 97 % (w/w) zurückzuführen ist.
Werden die Kapseln auf Wasseragar ausgelegt, quellen sie durch Wasseraufnahme
auf und nehmen wieder ihre ursprüngliche runde Form an (Abb. 5. 38). Das starke
Aufquellen kann sicher auf das reversible und reproduzierbare Quellverhalten und
das hohe Wasserrückhaltevermögen des Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexes der
Kapselmembran zurückgeführt werden (Philipp et al. 1980; s. 3. 2. 4). Für die Pilz-
hohlkugeln ist diese Eigenschaft der Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe für die
Praxis sehr interessant, da nach der Ausbringung in den feuchten Boden die Kap-
seln sofort Wasser aufnehmen, das dann für das Wachstum des Pilzes zur Verfü-
gung steht. Durch das hohe Wasserrückhaltevermögen wird ferner einer erneuten
Austrocknung der Kapseln im Boden entgegengewirkt, wenn der Boden wetterbe-
dingt einmal trockener werden sollte.
Abb. 5. 38 Aufquellen und Auswachsen aus getrockneten Kapseln (1 % BFM, 3 %
Bäckerhefe).
Positiv auf die Überlebensraten bei der Trocknung können sich z. B. Trehalose, die
das für biologische Makromoleküle essentielle Strukturwasser ersetzt, oder Aktiv-
kohle auswirken, die toxische Substanzen bindet, die sich im Zellinnern durch Auf-
konzentrierung anreichern können.
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Kapseln unter Zusatz von 1 % (w/w) Trehalose bzw. 0,2 % (w/w) Aktivkohle wurden
dabei jeweils feucht (Abb. 5. 39), auf eine Restfeuchte von etwa 5 % getrocknet
(s. 4. 7; Abb. 5. 40) und getrocknet und für 72 Stunden im Dunkeln bei 50 °C gela-
gert (Abb. 5. 41) auf Wasser-Agar ausgelegt (s. 4. 8). Die Lagerungsbedingungen
entsprechen dabei einer Lagerung von etwa 25 Jahren bei 10 °C (s. 3. 8; Hoffmann
1999).
Abb. 5. 39 zeigt, daß sich das Auswachsverhalten von H. rhossiliensis aus den un-
terschiedlich zusammengesetzten feuchten Kapseln nur unwesentlich voneinander
unterscheidet. Nach dem Trocknen wachsen jedoch die Kapseln mit Zusatz von Ak-
tivkohle deutlich schlechter aus (Abb. 5. 40).
0
5
10
15
20
25
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit / d
M
yz
el
d
u
rc
h
m
es
se
r 
/ m
m
0    % AK; 0 % Treh.
0,2 % AK; 0 % Treh.
0    % AK; 1 % Treh.
0,2 % AK; 1 % Treh.
Abb. 5. 39 Auswachsen aus feuchten Kapseln (1 % BFM, 3 % Bäckerhefe, AK Ak-
tivkohle, Treh. Trehalose).
Nach Trocknung und Lagerung ist das Auswachsverhalten aller hergestellten Kap-
selsorten wieder sehr ähnlich, ein positiver Effekt der Trehalose oder der Aktivkohle
konnte nicht gezeigt werden (Abb. 5. 40). Der Zusatz von Aktivkohle scheint in der
verwendeten Konzentration von 0,2 % (w/w) eher einen negativen Effekt auf das
Auswachsen von H. rhossiliensis aus den Kapseln zu haben.
Bemerkenswert ist jedoch, daß sich die Kapseln auch ohne Zusätze mit nur gerin-
gem Vitalitätsverlust drei Tage bei 50 °C lagern lassen. Damit sollten die Kapseln
nach Hoffmann (1999) bis zu 25 Jahre bei 10 °C lagerfähig sein.
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Abb. 5. 40 Auswachsen aus getrockneten (5 % Restfeuchte) Kapseln (1 % BFM,
3 % Bäckerhefe, AK Aktivkohle, Treh. Trehalose).
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Abb. 5. 41 Auswachsen aus getrockneten (5 % Restfeuchte) und gelagerten
(3 Tage bei 50 °C) Kapseln (1 % BFM, 3 % Bäckerhefe, AK Aktivkohle,
Treh. Trehalose).
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5. 4. 2 Vergleich mit Calciumalginatvollkugeln
Die in dieser Arbeit verwendeten und optimierten SEC/PDADMAC-Hohlkugeln wur-
den in einem Versuch mit den häufig zur Immobilisierung eingesetzten Calciumalgi-
natvollkugeln (s. 3. 1) verglichen. Dazu wurden SEC/PDADMAC-Hohlkugeln
(4. 6. 1. 1) und Calciumalginatvollkugeln (4. 6. 1. 2) mit 1 % (w/w) Biofeuchtmasse
und 3 % (w/w) Bäckerhefe hergestellt und feucht (Abb. 5. 42) bzw. entsprechend 4. 7
getrocknet (Abb. 5. 43) auf Wasseragar ausgelegt und das Auswachsverhalten des
Pilzes untersucht.
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Abb. 5. 42 Auswachsen aus SEC/PDADMAC-Hohlkugeln und Calciumalginatvoll-
kugeln (1 % BFM, 3 % Bäckerhefe).
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Abb. 5. 43 Auswachsen aus getrockneten SEC/PDADMAC-Hohlkugeln und Calci-
umalginatvollkugeln (1 % BFM, 3 % Bäckerhefe).
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Bei den feucht ausgelegten Kapseln zeigten sich kaum Unterschiede im Auswachs-
verhalten (Abb. 5. 42), während der Pilz aus den getrockneten SEC/PDADMAC-
Hohlkugeln besonders in den für die Nematodenbekämpfung wichtigen ersten zwei
bis drei Wochen wesentlich schneller auswuchs als aus den Calciumalginatvollku-
geln (Abb. 5. 43). Dies ist wahrscheinlich auf das Aufquellen und die damit verbun-
dene starke Wasseraufnahme der Hohlkugeln zurückzuführen (vgl. 5. 4. 1. 4;
Abb. 5. 38), die das Pilzwachstum begünstigt.
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5. 5 Pathogenitätstests
Mit einem Teil der unter 5. 4 optimierten Kapselsorten wurden am Institut für Nema-
tologie und Wirbeltierkunde Münster der Biologischen Bundesanstalt für Land- und
Forstwirtschaft (BBA) Pathogenitätstests mit dem Zuckerrübennematoden Hetero-
dera schachtii durchgeführt, die Bestandteil einer eigenständigen Arbeit sind (Gut-
berlet 2000). Die Pilzkapseln wurden in Biotests (Topfversuchen) und Kleinparzellen-
Freilandversuchen (Microplots) untersucht (4. 10).
Für die ersten Versuche wurden 15 % (w/w) Biofeuchtmasse von Hirsutella rhossili-
ensis mit 15 % (w/w) Maiskleber, einem Abfallprodukt der Maisstärkegewinnung, und
0,5 % (w/w) Hefeextrakt als Medium in SEC/PADADMAC-Hohlkugeln verkapselt. Mit
diesem Kapselmedium wurde in früheren Untersuchungen in Einzelfällen eine Redu-
zierung des Wurzelbefalls der Rübenpflänzchen mit Larven von H. schachtii von bis
zu 92 % erreicht (Patel 1998).
In späteren Versuchen (Gutberlet 2000) wurden zwar sowohl in Biotests als auch in
Microplots signifikante Befallsreduzierungen erreicht, diese gingen aber mit einer
Steigerung des Frischgewichtes und des Blattanteils der Zuckerrüben einher und
konnten auf das Kapselmedium Maiskleber zurückgeführt werden. Das Einbringen
großer Mengen von organischem Material kann sowohl aufgrund seiner düngenden
als auch seiner nematiziden Wirkung das Pflanzenwachstum beeinflussen (Stirling
1991). Der mikrobielle Abbau des organischen Materials kann zu toxischen Stoff-
wechselprodukten führen, die zwar den Nematodenbefall vermindern, aber auch ei-
ne schädigende Wirkung auf die jungen Pflanzen haben können. So war z. B. in al-
len Versuchen die Wurzellänge der Zuckerrübenpflänzchen deutlich verringert. Fer-
ner wäre bei einer Anwendung der Kapseln mit Maiskleber und Hefeextrakt die Men-
ge des in den Ackerboden eingetragenen Stickstoffs unvertretbar hoch, was auch die
Qualität der Zuckerrüben mindern kann (Geisler 1983; Bornscheuer 1986).
Die weiteren Biotests und Microplots wurden daher mit den unter 5. 4. 1. 2 optimier-
ten Kapseln mit 1 % (w/w) Biofeuchtmasse und 3 % (w/w) Bäckerhefe als Kapsel-
medium durchgeführt. Die Reduktion des Nematodenbefalls der Zuckerrübenpflänz-
chen lag reproduzierbar bei gut 80 %. 30 bis 90 % der im Boden vorhandenen Ne-
matodenlarven waren von H. rhossiliensis parasitiert. Kapseln mit Bäckerhefe und
ohne Pilz oder unverkapselter freier Pilz zeigten keine Wirkung. Eine Verringerung
des Bäckerhefeanteils der Kapseln von 3 auf 1 bzw. 0 % (w/w) führte zu einer ent-
sprechenden Abnahme der Befallsreduzierung der Zuckerrübenpflänzchen und der
Larvenparasitierung im Boden (Abb. 5. 44).
Durch die Formulierung von 1 % (w/w) Biofeuchtmasse mit 3 % (w/w) Bäckerhefe in
SEC/PDADMAC-Hohlkugeln ist es gelungen, den nematophagen Pilz
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H. rhossiliensis in den Boden einzubringen und eine deutliche Verringerung des Be-
falls von Zuckerrübenpflanzen mit den Larven des phytopathogenen Nematoden H.
schachtii zu erreichen.
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Abb. 5. 44 Wurzelbefall von Zuckerrübenkeimlingen mit Larven von Heterodera
schachtii nach Applikation von Pilzkapseln mit unterschiedlichen Bäk-
kerhefegehalten (1 % BFM, Gutberlet 2000).
Mit den hinsichtlich Auswachsen und Sporulation optimierten Kapseln (5. 4. 1. 3)
wurden bisher keine Biotests oder Microplots durchgeführt.
Besonders aussichtsreich erscheinen in Zukunft Versuche mit 1 % (w/w) Biofeucht-
masse, 0,25 % (w/w) Bäckerhefe und 1,71 % (w/w) Kartoffelstärke, da diese Kapseln
sowohl ein sehr gutes Auswachsverhalten (Abb. 5. 36) als auch eine große Zahl von
Sporen (Abb. 5. 37) zeigen. Ausgehend von dieser Formulierung scheint auch eine
weitere Untersuchung des Einflußes des Kohlenstoff/Stickstoff-Verhältnisses des
Kapselmediums sinnvoll.
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6 Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung mechanisch stabiler Hohlkugeln auf
Basis von Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexen unter Verwendung von Sulfoethyl-
cellulose (SEC) als Polyanion zur besonders schonenden Mikroverkapselung von
Zellen, Enzymen und anderem Nutzmaterial, hier im speziellen dem nematophagen
Pilz Hirsutella rhossiliensis zur biologischen Bekämpfung des Zuckerrübennemato-
den Heterodera schachtii.
Die in dieser Arbeit verwendeten Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Hohlkugeln werden
durch Eintropfen einer wäßrigen Lösung eines Polyanions in die wäßrige Lösung ei-
nes Polykations gebildet (Symplex-Fällung).
Als Polyanion wurde Sulfoethylcellulose (SEC) verwendet, bei der es sich um einen
Celluloseether handelt, der im Technikumsmaßstab in einer heterogenen Reaktion
des wichtigen nachwachsenden Rohstoffes Cellulose mit Vinylsulfonsäure herge-
stellt wurde.
Auch bei den aus einer Vorauswahl zur Vernetzung verwendeten Polykationen Poly-
diallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC) und Chitosan handelt es sich um tech-
nische Produkte.
Das lineare Polymer PDADMAC dient u. a. als Flockungsmittel zur Wasseraufberei-
tung und Abwasserbehandlung und wird technisch durch radikalische Polymerisation
aus dem Monomer Diallyldimethylammonium erhalten. Die Herstellung des Mono-
mers erfolgt durch zweifache Alkylierung des preiswerten Dimethylamin mit Allylchlo-
rid in wäßriger alkalischer Lösung.
Chitosan (Poly[β-(1,4)-2-amino-2-desoxy-D-glucopyranose]) wird durch N-Deacety-
lierung aus Chitin hergestellt, dem zweitwichtigsten nachwachsenden Rohstoff nach
Cellulose. Chitin ist z. B. Bestandteil der Schalen von Krustaceen und Insekten,
kommt aber auch bei Pilzen und Hefen vor. Technisch wird Chitosan in großem
Maßstab unter Zusatz von starker Natronlauge bei hohen Temperaturen aus Krab-
benschalen gewonnen.
Durch Eintropfen einer wäßrigen SEC-Lösung in wäßrige Lösungen von PDADMAC
oder Chitosan werden Hohlkugeln erhalten. An der Phasengrenze zwischen den bei-
den unterschiedlich geladenen Polyelektrolyten kommt es spontan zur Ausbildung
einer Membran, die beide Phasen voneinander trennt. Alle weiteren Polyelektrolyt-
Moleküle müssen nun durch diese Primärmembran diffundieren, um an der Reaktion
teilzunehmen. Morphologische Untersuchungen zeigten, daß die Membran zum
Tropfeninnern hin eine immer lockerer aufgebaute Struktur besitzen. Die Reaktion
bzw. das Wachstum der Membran kommt zum Stillstand, wenn der Diffusionswider-
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stand so groß geworden ist, daß keine PDADMAC- bzw. Chitosan-Moleküle mehr
nachgeliefert werden oder die SEC vollständig abreagiert ist.
Bei den im Rahmen der Untersuchungen hergestellten Modellkapseln (∅ ca. 2,5 –
2,7 mm) wurde die vollständige Reaktion der SEC nachgewiesen. Das Reaktionsen-
de deutete sich zusätzlich dadurch an, daß die Hohlkugeln in der Vernetzerlösung
kleine Vertiefungen bekamen und zu schrumpfen begannen. Die Reaktions- bzw. die
Vernetzungszeit hing stark von den Konzentrationen beider Polymere ab.
Eine unvollständige Reaktion der SEC wurde nur bei größeren Kapseln (∅ ab ca.
2,8 mm) beobachtet. Durch das verringerte Verhältnis von Oberfläche zu Volumen
stand zwar mehr SEC zur Kapselmembranbildung zur Verfügung, diese konnte aber
nicht vollständig abreagieren, da der Diffusionswiderstand durch die bereits gebildete
Kapselmembran so groß geworden war, daß keine PDADMAC- bzw. Chitosan-
Moleküle mehr nachgeliefert werden konnten.
Als Maß für die mechanische Stabilität der Hohlkugeln wurde die Kraft verwendet,
die aufgewendet werden muß, um die Hohlkugel zum Zerplatzen zu bringen. Für die
Bildung mechanisch stabiler Hohlkugeln müssen beide Komponenten hinsichtlich ih-
rer Polymercharakteristik (Molmasse, Molmassenverteilung, Ladungsdichte) aufein-
ander abgestimmt sein.
Zahlreiche Vorversuche ergaben, daß nur dann Kapseln erhalten wurden, wenn der
Substitutionsgrad der SEC zwischen 0,2 und 0,9 lag. Am besten geeignet waren eine
SEC mit einer Molmasse von 132.600 g/mol und einem Substitutionsgrad von 0,42
und ein PDADMAC (Ladungsdichte 100 %) mit einer mittleren Molmasse von
60.800 g/mol bzw. ein Chitosan mit einer mittleren Molmasse von 6.000 g/mol und
einem Deacetylierungsgrad von 88 %.
Die Konzentrationen der Polymerlösungen spielen bei der Bildung mechanisch sta-
biler Hohlkugeln eine entscheidene Rolle. Mechanisch stabile Hohlkugeln von bis zu
7 N aus SEC und PDADMAC wurden z. B. bei SEC-Konzentrationen von mehr als
2 % und Vernetzerkonzentrationen von 4 % und mehr erhalten. Beim Eintropfen ei-
ner 1,5 %igen SEC-Lösung in eine 2 bzw. 3 %ige PDADMAC-Lösung wurden keine
Kapseln erhalten.
Wurden die Hohlkugeln statt in deion. Wasser in einer physiologischen Kochsalzlö-
sung (0,9 % (w/w) NaCl) gelagert, fielen die Stabilitäten um etwa 80 % geringer aus.
Die Stabilitätsminderung erwies sich als fast vollkommen reversibel. Wurde die La-
gerungslösung über 25 Tage täglich gewechselt, nahm die Stabilität der Hohlkugeln
nach drei Wechseln der Lagerungslösung um 25 % ab und blieb danach konstant.
Kapseln, die aus autoklavierten SEC- und PDADMAC-Lösung hergestellt wurden,
wiesen eine um 40 % verminderte mechanische Stabilität auf.
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Auch bei Verwendung von Chitosan als kationisches Vernetzungsmittel war die me-
chanische Stabilität der Hohlkugeln von den Konzentrationen der Polymerlösungen
abhängig. Mit zunehmender SEC-Konzentration nahm die mechanische Stabilität der
Kapseln zu, während die Stabilität der Kapseln in Bezug auf die Chitosan-
Konzentration ein Maximum durchlief, welches sich mit steigender SEC-
Konzentration zu höheren Chitosan-Konzentrationen hin verschob. Die stabilsten
Kapseln (4,4 N) ergaben sich bei einer SEC-Konzentration von 3,5 % und einer
Chitosan-Konzentration von 8,0 %.
Die Stabilitätsminderung bei Lagerung in physiologischer Kochsalzlösung war mit
25 % wesentlich geringer aus als bei den SEC/PDADMAC-Kugeln.
Bei den SEC/Chitosan-Hohlkugeln spielte allerdings der pH-Wert eine wichtige Rolle,
da Chitosan nur nach Protonierung der Aminogruppen als Polykation vorliegt und mit
SEC einen Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplex bilden kann. Die stabilsten Kapseln
wurden erhalten, wenn das Chitosan bei pH 3,5 gelöst und eingetropft wurde. Die
erhaltenen Kapseln waren bei Lagerung im sauren pH-Bereich am stabilsten. Bei
pH>8 lösten sich die Kapseln auf.
Sowohl die für SEC/PDADMAC-Kapseln mit 7 N als auch die für SEC/Chitosan-
Kapseln mit 4,4 N im Rahmen dieser Arbeit gemessenen mechanischen Stabilitäten
liegen weit über den experimentell auf sehr ähnliche Weise bestimmten Stabilitäten
vergleichbarer Cellulosesulfat/PDADMAC-Kapseln, deren mechanische Festigkeit
mit durchschnittlich 1 bis 1,5 N, maximal mit 2,5 N angegeben wird.
Für einen großflächigen Einsatz von verkapseltem H. rhossiliensis zur biologischen
Schädlingsbekämpfung wurde eine Pilzanzucht im Schüttelkolben und Fermenter
etabliert und hinsichtlich der Bildung fein disperser Biomasse optimiert.
Tab. 6. 1 Zusammensetzung des optimierten Flüssigmediums (pH 6,0).
Medienbestandteil % (w/w)
Glucose 2,0
Hefeextrakt 0,5
MES-NaOH-Puffer 0,4
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,1
Penicillin 0,0025
Streptomycin 0,0025
deion. Wasser 96,595
Das Temperaturoptimum des in dieser Arbeit verwendeten H. rhossiliensis-Isolates
lag bei 20 °C. Bei 30 °C war kein Pilzwachstum mehr zu beobachten. Einmal Tempe-
raturen von 35 °C oder mehr ausgesetzt, zeigte der Pilz keinerlei Wachstum mehr.
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Hinsichtlich des pH-Wertes sind die Ansprüche wesentlich weiter gefaßt. Zwischen
pH 5,0 und 7,0 war das Pilzwachstum sehr ähnlich, bei pH 8,0 war das Myzel deut-
lich dünner. Im sauren pH-Bereich wächst das verwendete H. rhossiliensis-Isolat
noch bei pH 3,0 und toleriert kurzzeitig sogar ein noch saureres Milieu.
Tab. 6. 1 zeigt die Zusammensetzung des optimierten Flüssigmediums, wie es zur
Anzucht von H. rhossiliensis im Schüttelkolben verwendet wurde. Mit nur 1 % (w/w)
Glucose und ohne MES-NaOH-Puffer, Penicillin und Streptomycin wurde es auch für
die Fermentationen eingesetzt.
Viele Pilze, darunter auch H. rhossiliensis, bilden Pellets während der Kultivierung in
flüssigen Medien, die jedoch unerwünscht sind, da das Myzel im Innern der Pellets
aufgrund des mit zunehmender Schichtdicke immer größer werdenden Transportwi-
derstandes für Stoffwechseledukte und Sauerstoff schlecht versorgt wird und an Vi-
talität einbüßt oder sogar ganz abstirbt.
Bei langen Inkubationszeiten in wenig gerührten oder geschüttelten flüssigen Medien
wurde ab einem Pelletdurchmesser von 1,7 mm die Bildung von Pilzhohlkugeln be-
obachtet, während kleinere Pellets Vollkugeln waren. Die Wanddicke der Hohlkugeln
war annähernd konstant und betrug 0,5 mm bis 0,8 mm. Ihr Inneres war mit Flüssig-
keit gefüllt. Vereinzelt wurde das Auswachsen von neuem Pilzmyzel auf Basis der
abgestorbenen und lysierten Zellen in den Pilzhohlkugeln beobachtet.
Die Unterdrückung der unerwünschten Pelletbildung und die Bildung fein disperser
Biomasse gelang sowohl im Schüttelkolben als auch im Fermenter.
Die Anzucht von H. rhossiliensis für die Verkapselungsversuche und zur Inokulation
der Fermenter erfolgte in 1l-Schüttelkolben mit drei Schikanen bei 20 °C. Um das
anwachsende Pilzmyzel in den Schüttelkolben nicht durch zu hohe Scherkräfte zu
schädigen, wurden die Kulturen bis zum vierten Tag bei 80 UpM geschüttelt und da-
nach bei 120 UpM.
Die Ausbeute an Biotrockenmasse lag durchschnittlich bei 4,1 g⋅l-1. Das entspricht
etwa 50 g⋅l-1 Biofeuchtmasse. Der Trockensubstanzgehalt der Biofeuchtmasse be-
trug durchschnittlich 8 %. Die Glucose war mit etwa 5 g⋅l-1 zum Zeitpunkt der Ernte
noch nicht vollständig verbraucht.
Bei Fermentationen in einem 5 l-Fermenter mit länglicher Geometrie konnte gezeigt
werden, daß das Wachstum von H. rhossiliensis durch das Wachstumsmodell nach
Monod beschrieben werden kann. Die unter Annahme der Gültigkeit des Modells
nach Monod erwartete Biotrockenmasse am Ende der Fermentation zeigte eine
brauchbare Übereinstimmung mit den tatsächlich gemessenen Ausbeuten.
In mehreren Fermentationen stellte sich eine durchschnittliche Verdopplungszeit der
Pilzmasse von 16 bis 17 h ein. Die maximale Wachstumsrate wurde nach jeweils
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25 h erreicht und lag bei etwa 0,06 h-1, was einer minimalen Verdopplungszeit von
rund 11 h entspricht (Tab. 6. 2).
Tab. 6. 2 Fermentative Herstellung fein disperser Biomasse von H. rhossiliensis
Fermenter:
Arbeitsvolumen / l 5,0
Totalvolumen / l 7,5
Längenverhältnis h/d 2,0
Einstellungen:
Rührerdrehzahl / UpM 400
Begasungsrate / V/VM 0,4
Begasungsrate / l/min 2,0
pH-Wert 6,0
Temperatur / °C 20,0
Ergebnisse:
Biotrockenmasse (nach etwa 50 h) / g∙l-1 5,0
Max. spezifische Wachstumsrate µmax / h
-1 0,066
Min. Verdopplungszeit td / h 10,5
Durchschnittliche Verdopplungszeit td / h 16,9
Max. spezifische Substrataufnahmerate / h-1 0,075
Ertragskoeffizient (nach etwa 50 h) 0,57
Anteil des Pilzmyzels < 500 µm / % 93
Es hat sich gezeigt, daß bereits die Beschaffenheit des Pilzmyzels der zum Animp-
fen des Fermenters verwendeten Vorkultur die Größe des Myzels bei der Fermenta-
tion beeinflußt.
Wurde zur Anzucht der Vorkultur ein Schüttelkolben ohne Schikanen verwendet,
zeigte H. rhossiliensis ein pelletförmiges Wachstum. Weniger als 40 % des Pilzmy-
zels waren kleiner als 500 µm und der größte Anteil fand sich bei über 1000 µm. Bei
einer anschließenden Fermentation zeigten sich sehr ähnliche Verhältnisse.
Wenn zur Anzucht der Vorkultur Kulturkolben mit Schikanen verwendet wurden, bil-
dete sich fein disperses Pilzmyzel. Etwa 95 % der gebildeten Biomasse waren klei-
ner als 500 µm. Die größte Fraktion lag bei 300 µm und hatte einen Anteil von etwa
45 %. Bei Verwendung dieser fein dispersen Biomasse als Inokulum wächst auch im
Fermenter feines Pilzmyzel heran. Dabei spielte der Leistungseintrag in den Fer-
menter durch verschiedene Rührerdrehzahlen (100 und 400 UpM) kaum eine Rolle.
Die Unterschiede zwischen den Partikelgrößenverteilungen beider Fermentationen
waren sehr gering. Die Hauptfraktion lag jeweils im Partikelgrößenintervall zwischen
200 und 300 µm. Bei geringem Leistungseintrag enthielt sie 40 %, bei hohem Lei-
stungseintrag 42 % der Trockenmasse. Unter 500 µm lagen bei schwachem Rühren
85 %, bei starkem Rühren 93 % der Trockenmasse. Das unerwünschte Wachstum
von Pellets wird also auch bei nur 100 UpM erfolgreich unterdrückt. Bei einer höhe-
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ren Drehzahl wurde jedoch eine größere Pilzausbeute erzielt (5,0 g∙l-1 Biotrockenma-
sse bei 400 UpM gegenüber 3,7 g∙l-1 bei 100 UpM).
Da der Einsatz freier Organismen zur biologischen Nematodenbekämpfung in der
Regel nicht erfolgreich ist, erfolgt in dieser Arbeit der Einschluß des Nützlings
H. rhossiliensis in Kapseln.
Die klassische Formulierung in Alginat bringt gerade bei einem massenweisen Ein-
satz in der biologischen Schädlingsbekämpfung aufgrund des hohen Preises, der
Förderung des Wachstums unerwünschter Mikroorganismen und einer eventuell
auftretenden Beeinträchtigung des Wurzelwachstums Nachteile mit sich. Für den
Einschluß des Pilzes wurden daher im Rahmen dieser Arbeit Hohlkugeln auf Basis
von SEC und PDADMAC verwendet (s. o.). Neben dem Schutz und der kontrollierten
Freisetzung des nematophagen Pilzes soll die Formulierung auch die Lagerung und
die einfache Ausbringung der Organismen ermöglichen. Eine Ausbringung der Kap-
seln in den Boden um den Zuckerrübensamen herum sollte sich mit in der landwirt-
schaftlichen Praxis bereits vorhandenen Maschinen realisieren lassen. Diese Ma-
schinen werden normalerweise dazu verwendet, während der Aussat gleichzeitig in
Kapseln formulierten Dünger in der Umgebung des Samens in den Boden einzuar-
beiten.
Das Auswachsverhalten von H. rhossiliensis aus den Kapseln wurde durch Auslegen
der verschiedenen im Rahmen der Optimierung hergestellten Kapseln auf Was-
seragar und Beobachtung des Durchmessers des kreisförmig auswachsenden My-
zels untersucht.
Um den angezogenen bzw. fermentierten Pilz effektiv nutzen zu können, sollte der
Biomassegehalt der Kapseln möglichst gering sein. Eine Variation des Biofeucht-
massegehaltes zwischen 15 und 0,1 % (w/w) zeigte, daß sich kaum Auswirkungen
auf das Auswachsverhalten aus den Kapseln ergaben. Lediglich die Kapseln mit nur
0,1 % (w/w) Biomasse zeigten ein geringfügig schlechteres Auswachsverhalten.
Für einen guten Schutz der Zuckerrübenpflanzen muß der Pilz möglichst schnell und
möglichst weit aus den Kapseln in den Boden auswachsen. Da H. rhossiliensis nur
über geringe saprophytische Eigenschaften verfügt, ist das mitverkapselte Medium
hierfür von entscheidener Bedeutung.
Ausgehend von einem Kapselmedium auf Basis von Maiskleber, einem Abfallprodukt
der Maisstärkegewinnung, und Hefeextrakt wurden zwar erfolgreiche Optimierungen
durchgeführt, jedoch zeigten Pathogenitätstests mit dem Zuckerrübennematoden
H. schachtii, die am Institut für Nematologie und Wirbeltierkunde Münster der Biolo-
gischen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft (BBA) durchgeführt wurden
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(Gutberlet 2000), daß diese Kapseln ungeeignet waren. Der mikrobielle Abbau des
reichlich in den Boden eingebrachten Maisklebers führte durch Stoffwechselprodukte
zwar teilweise zu einer Verringerung des Nematodenbefalls, hatte aber auch eine
schädigende Wirkung auf die jungen Pflanzen, die sich in einer deutlichen Verringe-
rung der Wurzellänge zeigte. Ferner wäre bei einer Anwendung der Kapseln mit
Maiskleber und Hefeextrakt die Menge des in den Ackerboden eingetragenen Stick-
stoffs unvertretbar hoch, was auch die Qualität der Zuckerrüben mindern kann. Der
mitverkapselte Hefeextrakt hatte zusätzlich noch den Nachteil, daß er zu niedermo-
lekular ist und sehr schnell aus den Kapseln diffundiert.
Als Alternative sind daher ausschließlich höhermolekulare Medienbestandteile ein-
setzbar, die nur langsam oder garnicht aus den Kapseln in den Boden diffundieren
und dort als Medium dem Wachstum unerwünschter Bodenorganismen dienen kön-
nen. Der Nachteil, daß höhermolekulare Medienbestandteile in der Regel langsamer
verstoffwechselt werden, was hier zu einem unerwünschten, langsameren Auswach-
sen des Pilzes aus den Kapseln führen könnte, wurde in den folgenden Optimierun-
gen dadurch kompensiert, daß dem Pilz mit autoklavierten Bäckerhefezellen Sub-
stanzen als Medium angeboten wurden, die seinen zelleigenen Verbindungen hin-
sichtlich Zusammensetzung und Mengenverteilung sehr ähnlich waren.
Kapseln mit 1 % (w/w) Biofeuchtmasse und 3 % (w/w) Bäckerhefe als Kapselmedi-
um zeigten ein vergleichbares Auswachsverhalten wie die Kapseln mit Maiskleber
und Hefeextrakt. Mit diesen Kapseln konnte der Nematodenbefall der Zuckerrüben-
pflanzen reproduzierbar um gut 80 % reduziert werden. 30 bis 90 % der im Boden
vorhandenen Nematodenlarven wurden von H. rhossiliensis parasitiert. Kapseln oh-
ne Pilz oder unverkapselter freier Pilz zeigten dagegen keine Wirkung.
Neben dem schnellen und weitreichenden Wachstum des Myzels im Boden ist für
eine gute Wirkung auch die Sporenbildung des Pilzes von entscheidener Bedeutung.
Von anderen nematophagen Pilzen ist bekannt, daß sie nur dann eine besonders
hohe räuberische Aktivität besitzen bzw. ihre Organe zum Fangen der Nematoden
nur dann bilden, wenn sie unter Stickstofflimitierung wachsen. Dies deutet sich auch
für H. rhossiliensis an. Ein Kapselmedium aus 0,25 % (w/w) Bäckerhefe und
1,71 % (w/w) Kartoffelstärke, bei dem der Kohlenstoffanteil weit überwiegt, verband
gutes Auswachsverhalten mit guter Sporulation und enthält keine niedermolekularen
Substanzen, die im Boden Probleme verursachen könnten. Pathogenitätstests mit
diesen Kapseln stehen allerdings noch aus.
Für einen Einsatz in der Praxis sollten die Pilzkapseln getrocknet und gelagert wer-
den können. Kapseln mit 1 % (w/w) Biofeuchtmasse und 3 % (w/w) Bäckerhefe wa-
ren nach der Trocknung stark eingefallen und besaßen keine runde Form mehr, sind
aber nach dem Auslegen auf Wasseragar durch Wasseraufnahme wieder aufge-
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quollen und haben ihre ursprüngliche runde Form wieder angenommen. Das starke
Aufquellen kann sicher auf das reversible und reproduzierbare Quellverhalten und
das hohe Wasserrückhaltevermögen des Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexes der
Kapselmembran zurückgeführt werden. Für die Pilzhohlkugeln ist diese Eigenschaft
der Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe für die Praxis von Vorteil, da sie nach der
Ausbringung die Kapseln sofort Wasser aus dem Boden aufnehmen, das dann für
das Wachstum des Pilzes zur Verfügung steht.
Zusätze zur Verbesserung der Trocknungseigenschaften wie Trehalose, die das für
biologische Makromoleküle essentielle Strukturwasser ersetzen kann, oder Aktiv-
kohle, die toxische Substanzen bindet, die sich im Zellinnern durch Aufkonzentrie-
rung anreichern können, haben zu keiner Verbesserung der Trocknungseigenschaf-
ten geführt.
Bemerkenswert ist jedoch, daß sich die Kapseln auch ohne Zusätze mit nur gerin-
gem Vitalitätsverlust drei Tage bei 50 °C lagern lassen. Nach diesem beschleunigten
Lagerungstest sollten die Kapseln bis zu 25 Jahre bei 10 °C lagerfähig sein.
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7. 2 Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Chemikalie/Verbrauchsmaterial Hersteller/Lieferant
Alginat (Protalal LF 20/60) Pronova, Damme, Norwegen
Bäckerhefe, frisch Deutsche Hefewerke GmbH & Co. OHG,
Hamburg
Bäckerhefe, trocken Dr. August Oetker Nahrungsmittel KG, Bie-
lefeld
Chitosan siehe 4. 1. 2. 2
Ethanol 96 % vergällt, technisch Richard Sichler Chemikalien GmbH & Co.
KG, Braunschweig
Hefeextrakt (Yeast Extract) Ohly, Deutsche Hefewerke GmbH & Co.
OHG, Hamburg
Inulin Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Dei-
senhofen
Kartoffelstärke, feine Speisestärke Müller’s Mühle GmbH, Gelsenkirchen
Maiskleber (Concentra 13883) Cerestar Deutschland GmbH, Krefeld
MES-Puffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Penicillin G Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
pH-Pufferlösungen pH 4,00, pH 7,00 Riedel-de Haёn AG, Seelze-Hannover
Polydiallyldimethylammoniumchlorid
   (PDADMAC)
siehe 4. 1. 2. 1
Sterilfilter 0,22 µm Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sterilfilter für Druckluft, 0,20 µm Nalgene Nunc International, Wiesbaden
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sulfoethylcellulose (SEC) siehe 4. 1. 1. 1
Alle nicht aufgeführten Chemikalien sind Produkte der Fa. Merck, Darmstadt.
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7. 3 Verwendete Geräte
Gerät Typenbezeichnung Hersteller
Autoklav Autoklavi SPA Fedegari,
Albuzzano, Italien
Tuttnauer Tischautoklav 2450 EL Systec GmbH,
Wettenberg
SANOclav La S-131 Typ S-EST Wolf, Geislingen
Blutzucker-
   schnelltest-
   gerät
   (s. 4. 5. 4. 2)
Accutrend alpha Boehringer,
Mannheim
Brutschrank Heraeus BK 5060 E Heraeus, Hanau
Cleanbench Herasafe HS 12 Heraeus, Hanau
Feinwaage Sartorius analytik A 200S Sartorius AG,
Göttingen
Fermenter
   (s. 4. 5. 1)
Tisch-Fermentersystem Labfors, wasser-
temperiert mit Magnetrührer, Software
IRIS NT 4.0: Master mit Kulturgefäß 7,5/5 l
Infors AG,
Bottmingen, Schweiz
Meß- und Regelventil für Luft Brooks Instruments,
Veenendaal,
Niederlande
pH-Elektrode Mettler-Toledo,
Gießen
pO2-Elektrode Mettler-Toledo,
Gießen
Glasgeräte Schott/Duran Schott Glaswerke,
Mainz
Simax Simax, Sázava,
Tschechische
Republik
Glucose-
   Analytik
Pumpe: Shimadzu LC - 10 AT Liquid Chro-
matograph
Shimadzu, Duisburg
   (HPLC) Probenaufgabe: Basic Marathon Spark, Emmen,
Niederlande
   (s. 4. 5. 4. 1) Ofen: Shimadzu CTO – 10 A Column-Oven Shimadzu, Duisburg
Säule: CHO611 Inter Action Bio Rad Laboratories,
Cambridge, USA
Detektion: Shimadzu RID – 10 A Refractive
Index Detector
Shimadzu, Duisburg
Steuerung: Shimadzu SCL - 10 A Shimadzu, Duisburg
Shimadzu DEGU – 3 A Degaser Shimadzu, Duisburg
Steuersoftware/Integrator: Class-VP 5.0 Shimadzu, Duisburg
Kugelmühle Retsch-Fliehkraftkugelmühle S 1 Retsch, Haan
Magnetrührer Ikamag REO IKA Labortechnik,
Staufen
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Membran-
   Pumpe
Membranpumpe MZ 2 mit Vakuumfeinregu-
lierkopf
Vacuubrand GmbH +
Co., Wertheim
Mikroskop Phasenkontrastmikroskop Zeiss Axioplan
mit Kamera MC 100
Carl Zeiss, Oberko-
chen
pH-Meter
   (s. 4. 5. 4. 5)
Microprozessor pH/ION Meter pMX 2000
mit Extender E 2000 und Temperaturfühler
TFK 530
Wissenschaftlich-
Technische-Werk-
stätten (WTW),
Weilheim
Elektrode: Ingold Ingold, Urdorf,
Schweiz
Schreiber
   (s. 4. 3)
2-Kanalschreiber
BBC Goerz Metrawatt SE120
Metrawatt GmbH,
Nürnberg
Schüttler
   (s. 4. 4. 4)
Rundschüttler Infors Multitron
(Master und 2 Satelliten)
Infors AG,
Bottmingen, Schweiz
Stereolupe
   (s. 4. 8)
Stereomikroskop SV8 Carl Zeiss,
Oberkochen
Trocken-
   Schrank
memmert UE 700 Memmert GmbH &
Co. KG, Schwabach
Umlaufkühler Julabo FE 1800 Julabo Labortechnik
GmbH, Seelbach
Vortex Vortex Genie 2TM Bender und Hobein
AG, Zürich, Schweiz
Waage sartorius universal Sartorius AG,
Göttingen
Kern 770 GS Gottl. Kern & Sohn
GmbH, Albstadt
Zählkammer
   (s. 4. 9)
Zählkammer Fuchs-Rosenthal,
Tiefe 0,2 mm
Carl Zeiss,
Oberkochen
Zentrifuge eppendorf 5417 Eppendorf, Hamburg
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